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地 球 規 模 の 窒 素 化 合 物 の 循 環 に 関 し て 微 生 物 の 果 た す
役 割 は 非 常 に 大 き い 。 こ の 窒 素 循 環 は 細 菌 が 空 気 中 のN2
を 固 定 し 、 そ れ が 植 物 に 取 り 込 ま れ る こ と か ら 始 ま る 。
固 定 さ れ た 窒 素 は ア ン モ ニ ウ ム 塩 、 亜 硝 酸 塩 を 経 て 、 硝
酸 塩 に 変 化 す る 。 本 来NO3は そ の 酸 化 還 元 電 位 が02に 迫
る ほ ど 高 く 、 各 種 の 有 機 物 の 酸 化 を 行 う こ と が で き るD。
こ の 硝 酸 塩 は ま た 他 の 植 物 に 取 り 込 ま れ た の ち 、 窒 素 源
と し て 利 用 さ れ た り 、 あ る 種 の 細 菌 に よ り 還 元 さ れNO2
を 経 て 再 びN2と な り 空 気 中 に 放 出 さ れ る 。 こ の よ う に 、
NO3がNO2に 還 元 さ れ る プ ロ セ ス は 二 つ 存 在 す る 。 一 っ
はNO3か ら 生 じ たNO2がNH3を 経 て ア ミ ノ 酸 合 成 な ど に
用 い ら れ る 同 化 過 程 と 、 他 の 一 っ は い わ ゆ る 硝 酸 呼 吸 を
行 う 異 化 過 程 で あ る 。 両 プ ロ セ ス に 硝 酸 還 元 酵 素
(nitratereductase;NRase)が 関 与 し て お り 、 異 化 型
NRase(dissimilatoryNRase:DNRase)は膜 に 局 在 し 、 同
化 型NRase(assimilatoryNRase;ANRase)は 細 胞 質 に 存
在 す る2)一"8)。
こ れ ら の 酵 素 を 誘 導 合 成 し う る 細 菌 と し て 重 要 な 脱 窒
菌(pseudomonasdenitrificans)や 腸 内 に 存 在 す る 大
腸 菌(Escherichiacoli)を 嫌 気 的 条 件 下 でNO3を 培 地
に 添 加 し て 培 養 す る と そ れ ら の 菌 体 に はDNRaseが 出 現 す
る 。 こ れ らDNRaseはMo酵 素 で あ り 、 そ の 構 造 、 作 用 等 に
っ い て は く わ し く 研 究 さ れ て い る2>～4>・7>～9>。
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我 々 は こ の 両 菌 の 保 持 す るDNRaseの 作 用 に よ っ て 生 ず
る 有 害 なNO2の 環 境 や 人 体 へ の 蓄 積 を 防 ぐ た め の 基 礎 的
な 知 見 を 得 る こ と を 目 的 と し て 、 こ れ ら 細 菌 のDNRase活
性 の 制 御 に つ い て 研 究 を 進 め て き た 。 ま ず 脱 窒 菌 を 一 価
カ チ オ ン や シ ス テ イ ン で 一 定 条 件 下 で 処 理 す る と 菌 体 の
DNRaseが 一 価 カ チ オ ン(NaClな ど)で は 活 性 化 さ れtO>～
15)、 シ ス テ イ ン に よ る 処 理 の 場 合 に は 不 活 性 化 さ れ る
こ と を 見 出 し 、 こ れ ら の 作 用 機 構 に つ い て 検 討 を 行 っ た
±6)～i8)。 さ ら に こ の 脱 窒 菌 のDNRase活 性 制 御 機 構 の 研
究 を 基 礎 と し て 、 腸 内 のNO2蓄 積 に 関 与 す るDNRaseを も
っ 腸 内 細 菌 の う ち 代 表 的 なE.coliのDNRase活 性 を 制 御 す
る こ と を 試 み た 。 食 品 中 に 存 在 す るNO3は 口 腔 内 細 菌 や
腸 内 細 菌 等 のDNRaseの 作 用 に よ りNO2に 変 化 す るtS)。
こ れ ら の 細 菌 は 脱 窒 を 行 わ な い の で 生 成 し たNO2は そ
の 殆 ど が 菌 体 外 に 放 出 さ れ 腸 内 に 蓄 積 す る と 考 え ら れ る
20)'21)。NO2は ア ミ ノ 化 合 物 と 反 応 し ニ ト ロ ソ 化 合 物
と な る 。 こ の ニ ト ロ ソ 化 合 物 が 発 ガ ン 性 を 有 す る こ と は
よ く 知 ら れ た 事 実 で あ る22)。 ニ ト ロ ソ 化 合 物 の 生 成 は
ビ タ ミ ンCの 添 加 に よ り 抑 制 さ れ る こ と は す で に 報 告 さ
れ て い る が23)'24>、 こ れ はNO2の 酸 化 窒 素 へ の 還 元 に
よ る も の で あ り 、DNRaseに よ るNO3か らNO2の 生 成 を 抑
え る も の で は な い 。 そ こ で 我 々 はE。coliのDNRase活 性
を 制 御 す る こ と に よ り 体 内 に お け るNO2蓄 積 を 抑 制 す る
こ と を 試 み た 。E.coliのDNRase活 性 制 御 に は 通 常 ヒ ト が
摂 取 す る 物 質 を 選 び 食 塩 や ア ミ ノ 酸 に 加 え て 、 野 菜 や 果
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物 も 対 象 と し た 。 そ の 結 果 、 脱 窒 菌 の 場 合 と 同 様 に
E.coliの 菌 体 をNaC1水 溶 液 で 処 理 す る と 、 そ のDNRaseが
著 し く 活 性 化 さ れ 、 逆 に シ ス テ イ ン で 処 理 す る こ と に よ
り 不 活 性 化 さ れ る こ と を 認 め た 。 ま た 、 増 殖 中 の 菌 体 で
も シ ス テ イ ン は 同 様 の 効 果 を 及 ぼ す こ と を 見 出 し た 。 多
く の 野 菜 抽 出 液 はNaC1や シ ス テ イ ン と は 異 な り 菌 体 懸 濁
液 に 加 え て 処 理 し て も 全 く 効 果 を 示 さ な か っ た がNaC1と
共 存 し た 場 合 に はNaClに よ るDNRaseの 活 性 化 を ほ ぼ 完 全
に 抑 制 す る こ と を 認 あ た 。 さ ら にNaClや シ ス テ イ ン は 酵
素 活 性 測 定 時 に 加 え て も 全 く 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た が 、
野 菜 抽 出 液 は そ の 条 件 でDNRase活 性 を 著 し く 阻 害 す る こ
と が わ か っ た25>。
硝 酸 呼 吸 を 行 う 菌 は 好 気 的 条 件 に 移 す と 硝 酸 呼 吸 は 抑
制 さ れ る が そ の 代 わ り 酸 素 呼 吸 を 行 い 得 る 。 逆 に 酸 素 呼
吸 条 件 下 で 生 育 し た 菌 は 硝 酸 呼 吸 に 関 与 す るDNRaseを 保
持 し な い 。 こ の よ う に 硝 酸 呼 吸 と 酸 素 呼 吸 は 相 互 に 関 連
し て い る こ と か ら 、NaClや シ ス テ イ ン 及 び 野 菜 抽 出 液 な
ど が 酸 素 呼 吸 に 与 え る 影 響 に っ い て も 検 討 し た26)。 そ
の 結 果NaClで 菌 体 を 処 理 す る と 菌 体 の 酸 素 呼 吸 能 が 大
き く 低 下 す る が 、 野 菜 抽 出 液 をNaClと 共 存 さ せ て 処 理 す
る と 、 そ の 阻 害 が 防 が れ る こ と を 認 め た27)。NaC1や シ
ス テ イ ン 、 さ ら に 野 菜 抽 出 液 の こ の よ う な 効 果 は 、 人 体
特 に 腸 内 の 亜 硝 酸 蓄 積 を 抑 制 し た り 、 細 胞 の 酸 素 呼 吸 に
影 響 を 与 え る 可 能 性 が あ る こ と か ら 、 腸 内 の ガ ン の 原 因 、
及 び そ の 予 防 を 検 討 す る 面 か ら も 、 き わ め て 重 要 な 意 味
一6一
を 持 っ も の と 考 え ら れ る 。
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脱 窒 菌Ps.denitrificansは 、 嫌 気 下 で 酸 素 の 代 り に
NO3が 存 在 す る い わ ゆ る 硝 酸 還 元 条 件 で はNO3をDNRase
に よ っ てNO2に 還 元 し た 後 、 更 に 、N2に ま で 変 化 さ せ る 。
DNRaseに 関 し て は 幾 多 の 報 告 が あ る が 、 そ の 多 く は 酵 素
タ ン パ ク 質 及 び 遺 伝 子 レ ベ ル で の 研 究 で あ りD～3＼ 硝
酸 呼 吸 や 脱 窒 に 関 連 し た 生 理 学 的 立 場 か ら 酵 素 活 性 の 調
節 を 試 み た 研 究 は 殆 ど な い4)。
我 々 は 生 理 学 的 観 点 か らNO2蓄 積 に 関 与 す るDNRase活
性 の 制 御 を 目 的 と し て 研 究 を 行 い 、 生 体 関 連 物 質 の う ち 、
1価 カ チ オ ン が そ の 活 性 を 著 し く 上 昇 さ せ5)'6)、 ア ミ
ノ 酸 で あ る シ ス テ イ ン が 逆 に 低 下 さ せ る こ と を 認 め た7>。
各 々 の 作 用 条 件 と 、 そ の 機 構 に っ い て 検 討 を 加 え 、1価
カ チ オ ン は 菌 体 に 取 り 込 ま れ た 後 、 膜 の 極 性 基 に 作 用 し 、
細 胞 膜 を 変 化 さ せ る こ と に よ り 、 不 可 逆 的 なDNRaseの 活
性 化 を 引 き 起 こ し 、 シ ス テ イ ン は 逆 に 本 酵 素 の 不 活 性 化
を も た ら す こ と を 示 す 結 果 を 得 た 。 ま た 、 シ ス テ イ ン は
菌 体 に と り 込 ま れ た 後 、 少 な く と も 一 部 は グ ル タ チ オ ン
(GSH)に 変 換 さ れ て 作 用 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。
DNRase活 性 の 変 化 す な わ ち 硝 酸 呼 吸 の 変 化 は 同 じ エ ネ
ル ギ ー 獲 得 系 で あ る 酸 素 呼 吸 に も 影 響 を 及 ぼ す と 考 え ら
れ る ・ そ こ でNaClや シ ス テ イ ン で 処 理 し た 菌 体 の 酸 素 呼
吸 の 変 化 量 を 測 定 し 、 両 呼 吸 の 関 係 を 検 討 し た8)。 そ の
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結 果 、NaC1処 理 に よ りDNRase活 性 の 上 昇 し た 菌 体 の 酸 素
呼 吸 能 は 著 し く 低 下 す る こ と が わ か っ た 。 し か し 、 好 気
的 に 増 殖 し 、DNRaseを 保 持 し な い 菌 体 をNaClで 処 理 し た
場 合 、 酸 素 呼 吸 能 は や や 抑 制 さ れ た も の の 硝 酸 呼 吸 条 件
で 増 殖 しDNRaseを 保 持 し た 菌 に 比 べ て 高 い 値 を 示 し た 。
こ の こ と は 、NaC1に よ っ てDNRase活 性 が 上 昇 す る と 、 そ
れ が 原 因 と な っ て 酸 素 呼 吸 能 が 抑 制 さ れ る こ と を 示 唆 し
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ps.denitrificansをNO3添 加 培 地 で 嫌 気 的 に 培 養 す る
とDNRaseが 誘 導 さ れ る 。DNRaseは 膜 に 局 在 し 、 好 気 的 な
同 化 型 条 件 下 で 誘 導 さ れ たANRaseは 細 胞 質 に 存 在 す る と
さ れ て い るD。 嫌 気 条 件 下 で もANRaseは 存 在 す る が 培 地
に 、NH4+を 加 え る と そ の 合 成 は 抑 制 さ れ る 。 こ の よ う に
無 酸 素 、NO3,NH4+存 在 下 で 増 殖 し 、DNRaseだ け 保 持 し
た 菌 体 を 用 い て 本 酵 素 の 活 性 に 及 ぼ す 生 理 活 性 物 質 の 効
果 を 調 べ た 。
ま ず 菌 体 を 各 種 塩 類 を 含 む 溶 液 に 懸 濁 し 、30℃ で1時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 洗 浄 し てDNRase活 性 を 測 定 し
た と こ ろ 、1価 カ チ オ ン がDNRase活 性 を 促 進 す る こ と を
見 出 し た 。NaClで 上 昇 し たDNRaseの 活 性 の 大 部 分 が 膜 画
分 に 維 持 さ れ て い た の で 活 性 上 昇 は 酵 素 の 活 性 化 に よ る
こ と が 示 さ れ た2)。 ま た 各 種 ア ル キ ル ア ン モ ニ ウ ム 塩 が
NH4+よ り 大 き な 効 果 を 示 し た こ と か ら カ チ オ ン は 膜 で 作
用 し 、 お そ ら く は 膜 の 変 化 を 通 じ てDNRaseの 活 性 化 を も
た ら す と 考 え た3)。 一 方 、 菌 体 破 砕 液 に1価 カ チ オ ン を
加 え て も 効 果 は な か っ た の で 本 酵 素 の 活 性 化 に は 膜 構 造
の 維 持 と 適 切 な 変 化 が 必 要 で あ る こ と が 支 持 さ れ た 。
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実 験 方 法
菌 の 培 養Ps,denitrificansATCC13867を 用 い 、
Nishimuraら4)の 方 法 に 従 い 合 成 培 地[KNO35g,NH4Cl




nH200.2mgを 水 で1Lに 溶 か し た も の(pH7.0)]で 培 養 し
た 。 容 器 内 の 空 気 をHeで 置 換 し た 嫌 気 条 件 下30.Cで16時
間 前 培 養 を 行 い 、 同 じ 組 成 の 新 し い 培 地 で 同 じ 条 件 下
30.Cで16時 間 本 培 養 を 行 っ た 。 菌 体 の 増 殖 度 は580nrnに
お け る 濁 度 で 表 わ し た 。
DNRase活 性 測 定 原 則 的 にNishimuraら4>の 方 法 に
従 い 、NO3か らDNRaseの 作 用 に よ り 生 成 し たNO2量 を
Nicholasら5>の 方 法 で 測 定 し てDNRase活 性 を 求 め た 。 酵
素 液 と し て は 、 菌 体 の 懸 濁 液 、 菌 体 破 砕 液 、 お よ び 菌 体
破 砕 液 を30,000gで 遠 心 分 離 し た 沈 澱 、 上 清 等 を 用 い た 。
電 子 供 与 体 と し て は メ チ ル ビ オ ロ ー ゲ ン や ギ 酸 ナ ト リ ウ
ム を 用 い 、10mMKNOe・存 在 下 、pH7 .0、30.Cで5分 間 反 応 を
行 っ た 。 酵 素 活 性 は1分 間 当 た り1μmolのNO2　 を 生 成 す
る 酵 素 量 を1unitと し て 表 わ し た 。 乾 燥 菌 体19当 た り の
unit数 を 比 活 性 と し た 。
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亜 硝 酸 還 元 酵 素(Nitritereductase;NiRase)活 性 測
定 原 則 的 にNishimuraら6)の 方 法 に 従 い 、NO2
がNiRaseの 作 用 で 還 元 さ れ た 後 の 残 存NO2量 を 測 定 し て
NiRase活 性 を 求 め た 。 酵 素 液 はDNRase活 性 測 定 の 場 合 と
同 様 の も の を 用 い 、 還 元 剤 に は メ チ ル ビ オ ロ ー ゲ ン と
NADHを 使 用 し た 。 酵 素 活 性 はNO2減 少 量 で 表 わ し 、 酵 素
量 は1分 間 当 た り1μmo1NO2一 を 消 費 す る 量 を1unitと
し た 。 乾 燥 菌 体1g当 た り のunit数 を 比 活 性 と し た 。
静 止 菌 体 懸 濁 液 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 対 数 増 殖 後
期 の 菌 体 を 集 菌 し33mMナ ト リ ウ ム カ リ ウ ム リ ン 酸 緩 衝 液
(pfi7.0)で洗 浄 後 同 じ 緩 衝 液 に 各 種 塩 類 、 ビ タ ミ ン 、 又
は ア ミ ノ 酸 を 加 え 、 乾 燥 重 量1.64mg/m1に な る よ う に 菌
体 を 懸 濁 し た 。 こ の 菌 体 懸 濁 液 を 指 定 し た 温 度 、 時 間 で
イ ン キ ュ ベ ー ト し 集 菌 後 、 同 じ 緩 衝 液 で 洗 浄 し て 得 ら れ
た 菌 を 処 理 菌 と し た 。
菌 体 の 膜 画 分 の 調 製 上 記 緩 衝 液 中 に 懸 濁 し た 菌
体 を20KC,0.C,5分 間 超 音 波 破 砕 器 で 処 理 し た 。 得 ら れ た
菌 体 ホ モ ジ ェ ネ ー ト を 遠 心 分 離(30,000g,90分 間)し 、
沈 殿 を 膜 画 分 と し た 。
膜 の 可 溶 化 画 分 の 調 製Cleggの 方 法7>に 従 い 、
16.5mgの 菌 体 を10mLの 上 記 緩 衝 液 に 懸 濁 し 、20KCで0℃,
5分 間,20KCで 超 音 波 破 砕 を 行 っ た 。 得 ら れ た 菌 破 砕 液 を
一17一
180009で30min遠 心 分 離 し 、 沈 澱 と 上 清 に 分 け た 。 こ の
沈 澱 を 同 じ 緩 衝 液10rnLに 懸 濁 し 、0.1mLのTritonX-100
を 加 え た 後21℃ で30分 間 保 温 し た.こ の 懸 濁 液 を20,0009
で30分 問 遠 心 分 離 し 上 清 を 膜 の 可 溶 化 画 分 と し た 。
菌 体 の ト ル エ ン 処 理 菌 体 懸 濁 液 に1%相 当 の ト ル
エ ン を 加 え1分 間 激 し く 振 と う し 、 素 早 く 集 菌 、 洗 浄 し 、
ト ル エ ン 処 理 菌 体 を 得 た 。
細 胞 内 の 金 属 イ オ ン の 定 量 菌 体 破 砕 液 に 含 ま れ る
金 属 イ オ ン は 原 子 吸 光 光 度 計(島 津 ダ ブ ル ビ ー ム 原 子 吸
光 光 度 計AA-650)を 用 い て 測 定 し た 。 測 定 条 件 は 波
り
長6,707A,電 流 値5mA,ス リ ッ ト 巾5mm,ア セ チ レ ン 流 量
1.7L/min,空 気 流 量10L/min,バ ー ナ ー 高 さ2mmと し た 。
結 果 と 考 察
1価 カ チ オ ン に よ る 硝 酸 還 元 酵 素 の 活 性 上 昇
DNRaseに 対 す る 各 種 カ チ オ ン の 効 果 を 検 討 し た 。 菌 体
懸 濁 液 に 各 種 塩 類 を 加 え 、30.Cで1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た の ち 集 菌 洗 浄 し 、 菌 体 の 酵 素 活 性 を 測 定 し た 。 結 果
をTable1-1に 示 す2)。 ア ル カ リ 金 属 イ オ ン とNH,+は
DNRase活 性 を 大 き く 上 昇 さ せ た 。 さ ら に 、NaClは 有 効 で
あ っ た が 、 同 じ ア ニ オ ン を 持 っMgC12は 無 効 で あ っ た こ






























































































ン に は 無 関 係 で あ る と 結 論 さ れ た 。 ま たMgSO4やMgC12の
結 果 か ら2価 カ チ オ ン は 無 効 で あ り 、 ま た 、 菌 体 懸 濁 液
の 浸 透 圧 の 上 昇 が 原 因 で は な い こ と も わ か っ た 。 こ の こ
と は ソ ル ビ ト ー ル や マ ン ニ ト ー ル な ど 本 菌 に よ っ て 資 化
さ れ な い 糖 ア ル コ ー ル の 効 果 が 小 さ い こ と か ら も 支 持 さ
れ た 。Ca2+,Ba2+な ど 他 の2価 カ チ オ ン や3価 カ チ オ ン
は 沈 澱 を 生 じ た の で そ の 効 果 は 不 明 で あ っ た 。 電 子 供 与
体 と し て は メ チ ル ビ オ ロ ー ゲ ン と ギ 酸 を 用 い 、 い ず れ の
場 合 も 同 様 の 傾 向 が 得 ら れ た が 活 性 は 前 者 の 方 が 高 か っ
た 。 こ れ ら の こ と か ら 無 機 塩 類 に よ る こ のDNRase活 性 の
上 昇 は1価 カ チ オ ン に 特 有 の も の と 考 え ら れ た 。
以 下NaClを 代 表 例 と し て 実 験 を 行 っ た 。Fig.1-1
にNaC1の 濃 度 の 効 果 を 示 す8)。 対 数 増 殖 後 期 の 菌 体 を 用
い た と こ ろ2Mま でNaClの 濃 度 に 従 っ て 活 性 は 上 昇 し た が 、
そ の 程 度 は 、 菌 体 の 増 殖 期 の 微 妙 な 差 に よ り 多 少 上 下 し
た 。 次 に 、 処 理 時 間 の 影 響 を 調 べ た 。Figl-2に 見 ら れ る
よ う にNaClの 効 果 は 時 間 と 共 に 増 加 し 約30分 で 最 大 に 達
し た8)。NaCl無 添 加 の 対 照 で はDNRaseの 活 性 は イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン の 時 間 に 無 関 係 に ほ ぼ 一 定 で あ っ た 。 ま た 処
理 温 度 の 効 果 を 調 べ た と こ ろ 、0℃ に 比 べ30℃ や37℃ の
方 が 明 ら か に 高 い 活 性 を 示 し た(Tablel-2)8)。 こ の こ
と は1価 カ チ オ ン 効 果 に は 酵 素 が 関 与 し て い る こ と を 示
唆 し て い る が0.Cで も か な り の 効 果 が 見 ら れ る の で 非 酵
素 的 な 反 応 の 関 与 も 否 定 で き な い 。 処 理 時 のpHの 効 果 を





















































































加 と 共 に 増 大 し た(Fig.1-3)9>。 デ ー タ に は 示 さ な か っ
た がpHを9以 上 に 上 げ る と 活 性 は 低 下 し た 。(pH9の 場
合 に つ い て は 次 の 項 で 考 察 す る 。)一 方NaC1無 添 加 の 対
照 菌 で はpHの 効 果 は ほ と ん ど 認 め ら れ な か っ た 。
以 上 の 事 実 か ら 処 理 条 件 と し て は 菌 体1.64mgを0.5M
NaCl溶 液1mLに 懸 濁 し 、pH7.0,30℃ で60分 間 静 置 す る こ
と を 原 則 と し 、DNRaseの 電 子 供 与 体 と し て は メ チ ル ビ オ
ロ ー ゲ ン を 用 い る こ と に し た 。
1価 カ チ オ ン に よ る 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 上 昇 の 機 構
1価 カ チ オ ン に よ るPs.denitrificansのDNRase活 性 上 昇
の 機 構 を 探 る た め に 、 ま ず タ ン パ ク 質 合 成 に 対 す るNaC五
の 影 響 を 調 べ た 。 処 理 時 にNaClと 共 に ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー ル(0 .1mg/ml)を 加 え て もDNRase活 性 上 昇 は ほ と ん ど
影 響 を 受 け な か っ た の で 、NaClはDNRaseタ ン パ ク 質 の
denovo合 成 を 促 進 し た の で は な い と 考 え ら れ る(Table
1-3)8)。
前 記 の よ う にDNRase活 性 の 測 定 は 、NO3か ら のNO2の
生 成 量 を 指 標 と し て い る の でNO2はNiRaseが 存 在 す る と
更 に 還 元 さ れ る 。 し た が っ てDNRase活 性 の 上 昇 の 結 果 と
み な し て い るNO2生 成(蓄 積)量 の 増 大 は 、NO2を 還 元
す るNiRaseの 活 性 低 下 が 真 の 原 因 で あ る と い う 可 能 性 が
存 在 す る 。 そ こ でNaC1処 理 のNiRase活 性 へ の 影 響 を 調 べ
て み た が 全 く 認 め ら れ な か っ た(Table1-4)8)。 従 っ て 、













































































次 に1価 カ チ オ ン に よ るDNRase活 性 の 上 昇 の 可 逆 性 を
明 ら か に す る た め に 、NaC1処 理 後 の 菌 体 を 破 砕 し 、 膜
(細 菌 の 場 合 は 殆 ど す べ て 形 質 膜)と 細 胞 質 に 分 離 し ・
各 画 分 の 酵 素 活 性 を 調 べ た 。Table15に 示 す よ う にNaC1
処 理 で 上 昇 し た 活 性 の 大 部 分 はDNRaseが 局 在 す る 膜 画 分
に 保 持 さ れ て い た の で 、 こ の 活 性 上 昇 は 不 可 逆 的 な 活 性
化 に 基 づ く こ と が 示 さ れ た2)。 さ ら に1価 カ チ オ ン 処 理
を 行 わ な い 対 照 菌 体 の 破 砕 液 や 、 ト ル エ ン で 膜 に 変 化 を
与 え た 菌 をNaC1で 処 理 し て も そ の 効 果 は 全 く 認 め ら れ な
か っ た こ と か ら1価 カ チ オ ン の 効 果 は 少 な く と もDNRase
周 辺 の 膜 構 造 の 保 持 が 前 提 と な る と 推 定 さ れ た 。
DNRaseは 内 在 性 の 膜 酵 素 で あ り 、 そ の 活 性 化 に は 膜 へ
の 一 定 の 作 用 が 必 要 で あ る こ と は 膜 と タ ン パ ク 質 と の 相
互 関 係 と い う 新 し い 観 点 か ら 興 味 深 い 現 象 で あ る 。1価
カ チ オ ン に よ るDNRaseの 活 性 化 に お け る 膜 構 造 の 関 与 は
1価 カ チ オ ン が 膜 に 作 用 す る こ と を 示 唆 し て い る 。 言 う
ま で も な く 、1価 カ チ オ ン は 膜 へ の 親 和 性 は 極 め て 乏 し
い 。 考 え ら れ る こ と は リ ン 脂 質 の 極 性 基 へ の 作 用 で あ る 。
極 性 基 に はH20が 配 位 し て い る と 言 わ れ て い る 。 こ のH20
のH+と1価 カ チ オ ン が 交 換 さ れ 、 そ れ が 原 因 と な っ て 膜
の 流 動 性 が 微 妙 に 変 化 し てDNRaseが 活 性 化 さ れ る と 考 え
る こ と が で き る が 、 そ の 実 態 は 不 明 で あ る 。 別 に 、1価
カ チ オ ・ン の 一 部 が 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ 細 胞 質 か らDNRase
に 作 用 し て こ れ を 活 性 化 す る と い う 可 能 性 も あ る 。

































と の 結 合 が 実 証 さ れ る 必 要 が あ る 。 そ こ で 、 原 子 吸 光 法
で 定 量 し や す いLi+を 用 い て 研 究 を 行 っ た ⊥o)。 菌 体 の 処
理 をLic1で 行 っ た と こ ろ 菌 体19当 た り 細 胞 質 で は1.6mg,
膜 画 分 に は0。045mgのLi+が 検 出 さ れ 、LiC1を 加 え な い 対
照 菌 で は 、 い ず れ の 画 分 に もLi+は 認 め ら れ な か っ た 。
こ れ ら の 結 果 は 極 め て わ ず か な が らLiCl処 理 に よ っ て
Li+が 菌 体 内 に 取 り 込 ま れ 、 そ の 一 部 は 膜 に 結 合 し て い
る こ と を 示 し て い る 。 膜 に 検 出 さ れ たLi+は 菌 体 を 洗 浄
し て も ほ と ん ど 除 か れ ず 、 ト リ ト ン ーX-100で 処 理 す る こ
と に よ っ て は じ め て 除 去 さ れ る こ と か ら 、 膜 結 合Li+と
し て 意 味 の あ る 値 で あ ろ う 。 ま たLi+含 量 を 膜 重 量 当 た
り に 換 算 す れ ば 、 さ ら に 高 い 値 が 得 ら れ る の は 当 然 で あ
る 。 更 にLi+と 膜 結 合 は 強 い も の で は な く 菌 体 か ら 膜 を
分 離 す る 際 に 膜 か ら 遊 離 し た も の も 多 い と 考 え ら れ る の
で 実 際 は も っ と 多 量 のLi+が 結 合 し て い る 可 能 性 が 大 き
い 。 こ の よ う に し て 前 述 の 処 理 条 件 下 で 細 胞 外 に 加 え ら
れ た1価 カ チ オ ン は 菌 体 内 に と り 込 ま れ 、 膜 画 分 に 存 在
す る こ と は 確 か め ら れ た が 、 こ れ だ け で 膜 を 介 す る1価
カ チ オ ン に よ るDNRase活 性 化 の 直 接 の 証 拠 と な る も の で
は な い 。
そ こ で 膜 と1価 カ チ オ ン と の 関 係 を 更 に 明 ら か に す る
目 的 で 、NH4+の 効 果 と 比 較 す る た め に 膜 の 疎 水 性 基 と 親
和 性 の 高 い ア ル キ ル ア ン モ ニ ウ ム 塩 の 効 果 を 検 討 し た3>。
モ ノ ア ル キ ル 体 で は 明 ら か にNH4+よ り も 高 い 効 果 を 示 し 、
Ci～C3ま で 炭 素 鎖 長 に 従 っ て そ の 効 果 は 高 く な っ た
一30一
(Table1-6)。 モ ノ エ チ ル 体 は ジ エ チ ル 体 よ り 活 性 が 高
く 、 ト リ 、 テ ト ラ 誘 導 体 は や や 低 い 値 を 示 し た(Table1
-7) 。 デ ー タ は 示 さ な い が メ チ ル 誘 導 体 で は ジ メ チ ル 体
が 有 効 で あ っ た 。Table1-6,1-7に 示 す よ う に 基 準 と な る
NH4C1の 値 が や や 上 下 し た が 、 こ れ は 利 用 し た 菌 の 増 殖
度 の 差 に よ る も の と 思 わ れ る 。 し か し 、 対 照 菌 、NH4Cl
処 理 菌 、 ア ル キ ル ア ン モ ニ ウ ム 処 理 菌 に お け る 酵 素 活 性
の 相 対 的 関 係 に は 常 に 再 現 性 が 見 ら れ た 。 こ れ ら の こ と
はC2やC3の ア ル キ ル 基 が 存 在 す る と 膜 の 疎 水 基 と 親 和 力
が 高 く な る た め 、1価 カ チ オ ン が 膜 系 酵 素 な ど に 作 用 し
や す く な っ た こ と を 示 し て い る 。 事 実 、 モ ノ エ チ ル ア ン
モ ニ ウ ム 塩 で 処 理 し てDNRase活 性 の 上 昇 し た 菌 体 を 破 砕
後 、 細 胞 質 と 細 胞 膜 に 分 離 し てDNRase活 性 を 測 定 す る と
膜 の 活 性 がNH4Clで 処 理 し た 菌 体 の そ れ に 比 べ て 高 く な っ
て い た(Table1-8)。 こ れ はNaCl処 理 し た 菌 体 の 場 合 と
同 様 の 不 可 逆 的 活 性 化 が 膜 へ の 作 用 を 介 し て 起 こ る こ と
を 示 し て い る 。
1価 カ チ オ ン が 膜 に 働 い て 膜 の 変 化 を 引 き 起 こ し た と
す る と1価 カ チ オ ン と 膜 と の 間 の 親 和 性 が 問 題 と な る 。
そ の 場 合 先 に 述 べ た 膜 の 荷 電 状 態 が 大 き な 影 響 を 示 す と
考 え ら れ る 。 事 実 、 先 にFig.13で 示 し た よ う にpHが 高
く な る に 従 い 、NaC1の 添 加 効 果 は 著 し く 上 昇 し た 。 こ れ
は 膜 の 極 性 基 で あ る リ ン 酸 基 が 高 いpHで 解 離 す る た め
Na+と の 親 和 性 が 大 き く な り 、 極 性 基 の 相 互 作 用 に 変 化





























































た め と 考 え ら れ る 。
一 方 、 膜 に 作 用 し そ の 透 過 性 を 高 め る と さ れ て い る ト
ル エ ン で 菌 体 を 処 理 す る と 、DNRase活 性 はNaCl添 加 の 場
合 よ り も 更 に 大 き な 値 を 示 し た(Table19)。 ま た ト ル
エ ン 以 外 の ベ ン ゼ ン や ク ロ ロ ホ ル ム な ど 比 較 的 極 性 の 低
い 溶 媒 は ト ル エ ン と 同 様 の 効 果 を 示 し た が 極 性 の 高 い ア
ル コ ー ル 類 は 全 く 効 果 を 示 さ な か っ た 。 ま た 、 ト ル エ ン
で 処 理 し た 菌 で は 、 上 昇 し た 活 性 の 大 部 分 は 膜 画 分 に 検
出 さ れ た(Table1-10)。 こ の こ と はNaC1や ア ル キ ル ァ
ン モ ニ ウ ム 塩 処 理 の 場 合 と 同 様 にDNRaseが 不 可 逆 的 に 活
性 化 さ れ た こ と を 意 味 し て い る 。 ト ル エ ン で 処 理 し た 菌
で は 細 胞 質 に も か な り 高 いDNRase活 性 が 認 め ら れ た が 、
こ れ は ト ル エ ン 処 理 の 際DNRaseの 一 部 が 膜 か ら 遊 離 し た
た め と 考 え ら れ る 。
こ こ ま でNaCl,ア ル キ ル ア ン モ ニ ウ ム 塩,ト ル エ ン の
効 果 及 びpHの 影 響 な ど か ら 、 膜 構 造 の 変 化 がDNRaseの 活
性 化 に 影 響 を 及 ぼ す と 推 定 し た 。
膜 の 変 化 に よ るDNRase活 性 化 を さ ら に 明 確 に す る た め
酵 素 反 応 測 定 時 の 反 応 液 の 温 度 を 変 え 、 そ の 影 響 を 調 べ
た 。 完 全 な 膜 構 造 を 持 っ た 菌 体 と 比 較 す る た め 、 菌 体 を
破 砕 し 、 膜 部 分 を と り 、 更 に ト リ ト ン ーX-100で 膜 を 可 溶
化 し た 画 分 を 分 離 し た 。 こ の 可 溶 化 画 分 に は 菌 体 や 破 砕
菌 液 な ど と 比 べ 、 は る か に 膜 の 混 在 は 少 な い も の と 考 え
ら れ る 。 そ れ ぞ れ の 画 分 のDNRase活 性 を 温 度 を 変 え て 測

























































に っ れ て 流 動 性 が 増 す と 考 え ら れ る 。 こ の こ と がDNRase
に ど の よ う な 影 響 を 与 え る か を 調 べ た 。30.Cに お け る 酵
素 活 性 を100と し て そ の 相 対 値 をFig.1-4に 示 し た 。 生 菌
体 中 のDNRase活 性 は 温 度 に 比 例 し て 著 し く 上 昇 し た が 、
可 溶 化 画 分 で は 温 度 に よ る 活 性 化 の 程 度 は 低 く 、 菌 破 砕
液 は 両 者 の 中 間 の 値 を 示 し た 。 こ れ は 、 生 菌 体 で は 膜 構
造 は 完 全 に 保 持 さ れ て お り 、 高 温 に な る と 膜 の 流 動 性 が
上 昇 す る と 考 え ら れ る が 、 可 溶 化 画 分 で はDNRaseを 取 り
か こ む 膜 脂 質 の 大 半 が 失 わ れ る の でDNRaseへ の 膜 の 影 響
が 小 さ い た め と 考 え た 。 以 上 の こ と か ら1価 カ チ オ ン の
効 果 は 未 だ 不 明 の 点 は あ る も の の 膜 の 脂 質 部 位 に 影 響 を
与 え 、 そ の 流 動 性 等 を 変 化 さ せ る こ と に よ り 、 膜 酵 素 で
あ るDNRaseの 活 性 を 大 き く 上 昇 さ せ た と 考 え ら れ る 。
膜 流 動 性 の 変 化 がDNRase活 性 に 影 響 を 与 え た と 仮 定 す
る と 、Fig.1-3に 示 し たpHが 高 く な る とNaC1の 効 果 が 著
し く 増 大 す る と い う 結 果 は 次 の よ う に 考 察 で き る 。 先 に
述 べ た よ う に 本 来1価 カ チ オ ン と 膜 と の 親 和 性 は 極 め て
乏 し い が 、 リ ン 脂 質 の 極 性 基 へ の1価 カ チ オ ン の 作 用 は
可 能 で あ ろ う 。 高 いpHに な る と 極 性 基 の 電 離 が 進 み 、1
価 カ チ オ ン が 極 性 基 に よ り 作 用 し 易 く な り 、 極 性 基 の 構
造 、 荷 電 状 態 が 大 き く 変 化 し 、 そ の こ と が 脂 質 の ア シ ル
基 の 挙 動 に 影 響 を 与 え る も の と 考 え ら れ る 。 い ず れ に し
て も 、1価 カ チ オ ン の 効 果 は 更 に 検 討 を 要 す る 部 分 が 多
い が 、 先 ず 膜 に 作 用 し 、 そ れ を 通 し てDNRaseに 影 響 を 与
















































嫌 気 下 、 培 地 にNO3を 加 え た い わ ゆ る 硝 酸 呼 吸 条 件 下
で 生 育 さ せ た 脱 窒 菌(Ps.denitrificans)の 菌 体 をpH
7.0で30℃,1時 間1価 カ チ オ ン を 含 む 塩 類 溶 液 中 で 静 置
す る と 菌 体 のDNRase活 性 は 著 し く 上 昇 し た 。 こ の 効 果 は
1価 カ チ オ ン に 特 有 な も の で あ る こ と が わ か っ た 。 増 大
し たDNRase活 性 の 多 く は 膜 画 分 に 保 持 さ れ て い た こ と か
ら こ の 酵 素 が 不 可 逆 的 に 活 性 化 さ れ 牟 も の と 判 断 し た 。
ま た 、 塩 化 ア ル キ ル ア ン モ ニ ゥ ム 塩 や 、 ト ル ェ ン でPs .
denitrificansを処 理 し て も 同 様 な 効 果 が 認 め ら れ た こ
と や 、1価 カ チ オ ン は 菌 体 破 砕 液 に は 全 く 影 響 し な い こ
と か ら 、DNRase活 性 上 昇 は 膜 構 造 の 変 化 に 結 び 付 く と 考
え ら れ た 。 そ こ で 酵 素 活 性 を 測 定 す る 際 の 温 度 を 変 化 さ
せ 、 膜 の 脂 質 の 流 動 性 を 変 化 さ せ た と こ ろ 、 菌 体 中 の
DNRase活 性 は 温 度 が 高 く な る に っ れ 大 き く 上 昇 し た が 、
膜 か ら 可 溶 化 し た 画 分 の そ れ は あ ま り 上 昇 し な か っ た 。
こ れ ら の こ と は 膜 構 造 の 変 化 がDNRase活 性 を 上 昇 さ せ る

































8)山 岡 邦 雄:1価 カ チ オ ン に よ る 硝 酸 還 元 酵 素 の 活 性
化,宇 部 高 専 研 究 報 告,(1980)26,61-64
9)加 藤 美 都 子,兼 安 気 郎,中 原 重 浩,山 岡 邦 雄:
硝 酸 還 元 酵 素 活 性 に 対 す るpHの 影 響,宇 部 高 専 研 究 報
告,(1992)38,63-66
10)山 岡 邦 雄,加 藤 美 都 子,兼 安 気 郎:
脱 窒 菌(Pseudomonasdenitrificans)の 硝 酸 還 元 能 に




脱 窒 菌 のDNRase活 性 を 制 御 す る こ と は 硝 酸 呼 吸 の 機 構
を 明 ら か に す る だ け で な く 、 環 境 に お け る 有 害 なNO2蓄
積 を 調 整 す る こ と に も っ な が る 可 能 性 が あ る 。 前 章 で は
脱 窒 条 件 下 で 生 育 し たPs.denitrificansの 菌 体 を1価 カ
チ オ ン を 含 む 塩 類 溶 液 中 で300C,1時 間 処 理 す る と 菌 体 の
DNRase活 性 が 著 し く 上 昇 し 、 そ の 高 い 活 性 が 菌 体 の 膜 画
分 に 保 持 さ れ て い る こ と か ら 、 活 性 上 昇 は 酵 素 自 身 の 活
性 化 に よ る こ と を 示 し 、 さ ら に こ の 活 性 化 は 膜 の 変 化 に
起 因 す る も の と 推 定 し たt)～4)。 本 章 で はNO2蓄 積 を 防 ぐ
た め にDNRase活 性 を 低 下 さ せ る 生 体 関 連 物 質 を 検 索 し 、
そ の 抑 制 条 件 と 機 構 を 検 討 し た5)。 そ の 結 果 シ ス テ イ ン
とGSHが1価 カ チ オ ン と は 逆 にDNRase活 性 を 低 下 さ せ る
こ と を 見 出 し 、 さ ら に 添 加 し た シ ス テ イ ン の 少 な く と も
一 部 はGSHに 変 換 さ れ た の ち に 作 用 す る こ と を 示 唆 す る
結 果 を 得 た 。
実 験 方 法
菌 体 の 培 養 、 菌 体 の 前 処 理 お よ び 菌 体 膜 画 分 の 調 製 は
前 章 の 方 法 に 準 じ て 行 っ た 。
菌 体 内GSH含 量 の 測 定 菌 体 破 砕 液 か ら のGSH抽 出 及
一42一
び 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ(HPLC)に よ る 測 定 はReeve
ら6)の 方 法 に よ り 行 っ た 。 菌 体 懸 濁 液(328mg/10mL)を 超
音 波 破 砕(20KC.5分 間)し た 液 を17,000gで20分 間 遠 心 分
離 し 、 得 ら れ た 上 清 の4mLに0.2M5,5'一 ジ チ オ ビ ス ー2一ニ
ト ロ 安 息 香 酸0.4mLを 加 え 、5分 間 静 置 後 、0 .32mLの ギ 酸
と8mLの 酢 酸 エ チ ル を 加 え 激 し く 撹 拝 し て 水 層 を と り 出
し 、 残 っ た 酢 酸 エ チ ル を 減 圧 下 で 除 去 し 、 そ の 水 層 を 濾
過 し 、 得 ら れ た 濾 液 をHPLC用 の 試 料 と し た 。HPLCの 使 用
条 件 は カ ラ ム と し てLichrosorbRP-select(5μm)RE-
8000を 用 い 、 移 動 相 は ギ 酸 と メ タ ノ ー ル の9:1混 合 液
を 用 い た 。 カ ラ ム 温 度 は30℃ と し 、 検 出 器 はUV-8000を
用 い280nmで 検 出 し た 。
結 果 と 考 察
シ ス テ イ ン に よ る 硝 酸 還 元 酵 素 の 活 性 低 下5> 第1
章 で 塩 類 の 効 果 を 調 べ た 場 合 と 同 様 の 方 法 でL一 ア ミ ノ 酸
に よ る 菌 体 の 処 理 効 果 を 調 べ た 。 但 し 、 使 用 し た ア ミ ノ
酸 の 濃 度 は5mMと し 、 チ ロ シ ン と ア ス パ ラ ギ ン 酸 は そ の
溶 解 度 が 低 い の で1mMと し た 。 結 果 はTable1-11に 示 す 。
検 討 し た す べ て の ア ミ ノ 酸 の う ち シ ス テ イ ン の み が30℃ 、
1時 間 静 置 で 明 確 なDNRase活 性 抑 制 効 果 を 示 し た 。 一 方
こ れ ら のL一 ア ミ ノ 酸 を 酵 素 活 性 測 定 時 に 添 加 し て も 全 く
影 響 は 見 ら れ な か っ た 。 ま た 、 糖 、 脂 肪 酸 、 ビ タ ミ ン な
















































































に 際 だ っ た 効 果 を 示 す も の は 見 出 せ な か っ た 。 そ こ で 、
ま ず 処 理 時 に お け る シ ス テ イ ン 濃 度 のDNRase活 性 に 対 す
る 効 果 を 調 べ た と こ ろ 、5mMでDNRase活 性 は ほ ぼ 最 低 の
値 に 到 達 し た(Fig.1-5)。5mM以 上 で は 酵 素 活 性 は ほ
ぼ 一 定 の 値 を 示 し た こ と は シ ス テ イ ン がDNRase、 あ る い
は そ の 活 性 に 影 響 を 与 え る タ ン パ ク 質 に 結 合 し 、5mMで
シ ス テ イ ン の 結 合 部 位 が 飽 和 に 達 し た こ と を 示 唆 し て い
る 。 シ ス テ イ ン 処 理 時 の 温 度 を0.C,30.C,37.Cと 変 化 さ
せ た と こ ろ 、 そ の 効 果 は30.Cで 最 も 高 か っ た(Table1-
12)。 こ の こ と は 、 シ ス テ イ ン 効 果 に は 、 タ ン パ ク 質 や
酵 素 の 反 応 が 関 与 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 そ こ で 、
菌 体 を シ ス テ イ ン 溶 液 中30.Cで 処 理 す る 時 間 と 酵 素 活 性
と の 関 係 を 調 べ た(Fig.1-6)。 処 理 時 間 と と も にDNRase
活 性 は 低 下 し 約60分 で 最 低 の 値 に 達 し 、 そ の 後 ほ ぼ 一 定
と な っ た 。 こ の こ と は シ ス テ イ ン が 菌 体 内 に 取 り 込 ま れ
た 後 、 何 ら か の 変 化 を 受 け た 可 能 性 が あ る こ を 示 し て い
る 。 次 に 、 シ ス テ イ ン 処 理 時 のpHの 影 響 を 調 べ た と こ ろ 、
前 章 に も 示 し た よ う に 、 無 添 加 の 場 合 もpH上 昇 に よ る 活
性 化 が 起 こ っ た が 、 シ ス テ イ ン を 加 え る と そ の 活 性 化 が
抑 制 さ れ る こ と が わ か っ た 。 シ ス テ イ ン の 効 果 はpH5～9
で はpHの 上 昇 と 共 に 増 大 し た(Fig.1-7)。 こ れ ら の こ と
か ら 、Ps.denitrificansを シ ス テ イ ン で 処 理 す る 場 合 の
条 件 と し て は 、 シ ス テ イ ン 濃 度5mM,pH7。0(酵 素 反 応 条

































































































シ ス テ イ ン に よ る 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 低 下 の 機 構
Fig。1-5に 示 し た よ う に 、Ps.denitrificans菌 体 を シ
ス テ イ ン と30-Cで1時 間 静 置 す る と そ の シ ス テ イ ン 濃 度
に 依 存 し て 菌 体 内DNRase活 性 は 低 下 し た 。 こ の 菌 体 を 超
音 波 破 砕 後 膜 画 分 と 上 清 に 分 け 、 各 画 分 に お け るDNRase
活 性 を 測 定 し た と こ ろTable1-13に 示 す よ う に シ ス テ イ
ン 処 理 菌 体 破 砕 液 のDNRase活 性 が 菌 体 の 場 合 と 同 様 低 く
保 た れ 、 し か も そ れ が 本 酵 素 の 局 在 す る 膜 画 分 で 顕 著 で
あ っ た の で シ ス テ イ ン の 効 果 は 酵 素 自 身 の 不 活 性 化 に よ
る も の と 考 え ら れ た 。
DNRaseの 不 活 性 化 を も た ら す シ ス テ イ ン の 作 用 に つ い
て は 次 の3っ が 考 え ら れ る:(1)還 元 作 用(2)SH化 合
物 と し て の 作 用(3)GSHへ の 変 換 後 の 作 用 。Table1-14
に 示 す よ う に 還 元 力 の あ る ア ス コ ル ビ ン 酸 と 一SH基 を も
っ2一 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル の い ず れ も 全 くDNRase活 性 に
影 響 を 与 え な か っ た の で(1)、(2)の 可 能 性 は 否 定 さ れ た 。
一 方 、GSHを 添 加 す る と シ ス テ イ ン に は 及 ば な い も の
の か な り のDNRaseの 活 性 低 下 が 認 め ら れ た 。 こ の こ と は
(3)の 可 能 性 が 高 い こ と を 示 唆 し て い る 。 ア ス コ ル ビ ン
酸 は シ ス テ イ ン の 効 果 を 促 進 し た がGSHの 効 果 に は 影 響
し な か っ た(Tablel-14)。 こ れ は シ ス テ イ ン の 酸 化 を
ア ス コ ル ビ ン 酸 が 防 ぎ 、 そ の 結 果 シ ス テ イ ン か らGSHへ
の 合 成 が 進 む が 、GSHは シ ス テ イ ン よ り も 安 定 で あ る こ
と を 反 映 し て い る 。GSH/GSSGの 酸 化 還 元 電 位 は ア ス コ ル




























































ア ス コ ル ビ ン 酸 の 影 響 を 受 け な い の は 当 然 で あ る 。 そ こ
でGSHの 濃 度 を 変 化 さ せ て 前 処 理 を 行 いDNRase活 性 へ の
影 響 を 調 べ た 。Fig.1-8に 示 す よ う に 、GSH効 果 の 濃 度 依
存 性 は シ ス テ イ ン の 場 合(Fig.1-5)と ほ ぼ 同 様 で あ っ た 。
こ の こ と は シ ス テ イ ン がGSHに 変 化 し た の ち 効 力 を 発 揮
し た 可 能 性 を 示 す の で 、 こ の 点 を 確 認 す る た あ 、GSHの
構 成 ア ミ ノ 酸 で あ る グ ル タ ミ ン 酸 、 シ ス テ イ ン 、 グ リ シ
ン の 等 モ ル 混 合 物 に よ る 処 理 を 行 っ た(Table115)。
グ ル タ ミ ン 酸 、 シ ス テ イ ン 、 グ リ シ ン 三 種 混 合 の 場 合 と 、
シ ス テ イ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 の 二 種 を 混 合 し た 場 合 は 殆 ど
同 じ 効 果 を 示 し 、 シ ス テ イ ン 単 独 の 効 果 を 大 き く 上 回 っ
た が 、 シ ス テ イ ン と グ リ シ ン を 混 合 し た 場 合 は シ ス テ イ
ン 単 独 と 変 わ ら な か っ た 。 こ の こ と は シ ス テ イ ン が 菌 体
に 取 り 込 ま れ た 後 少 な く と も そ の 一 部 はGSHに 変 化 す る
こ と を 強 く 支 持 し て お り 、 ま た 菌 体 の 中 に は シ ス テ イ ン
を 加 え た 場 合GSH合 成 に 利 用 さ れ る グ リ シ ン は 十 分 存 在
す る が グ ル タ ミ ン 酸 は 不 足 し て い る こ と を 示 し て い る 。
シ ス テ イ ン がGSHに 変 化 す る 直 接 的 な 証 拠 を 得 る た め
に シ ス テ イ ン 処 理 菌 のGSH含 量 を 測 定 し た が 、 シ ス テ イ
ン 処 理 菌 、 対 照 菌 い ず れ の 菌 体 か ら も 全 くGSHは 検 出 さ
れ な か っ た 。 比 較 の た め 、GSH処 理 菌 に 含 ま れ るGSH量 も
測 定 し た が 検 出 で き な か っ た 。 こ の 一 因 と し てPs.deni-
trificansではGSH分 解 能 が 非 常 に 高 い た め と 考 え ら れ る 。
と も あ れ 、 シ ス テ イ ン は 少 な く と も 一 部 は 菌 体 中 でGSH




















































イ ン 自 体 が 直 接DNRaseの 活 性 に 影 響 す る 可 能 性 も 否 定 で
き な い 。
デ ー タ は 示 し て い な い が シ ス テ イ ン もGSH(5mM)も 菌
体 破 砕 液 に 添 加 し た 場 合 、DNRase活 性 に は ほ と ん ど 変 化
を 与 え な か っ た 。 こ の こ と は1価 カ チ オ ン の 場 合 と 同 じ
よ う に シ ス テ イ ン やGSHの 作 用 に は 一 定 の 膜 構 造 が 必 要
で あ る こ と を 意 味 し て い る 。 な お 、 こ の 濃 度 の シ ス テ イ
ン やGSHは 、NO2量 の 測 定 に は 全 く 影 響 し な い こ と を 確
認 し た 。
脱 窒 条 件 下 で 生 育 さ せ たPs.denitrificansの 膜 画 分 に
DNRaseは 局 在 し て い る 。 前 章 で1価 カ チ オ ン に よ る
DNRase活 性 の 促 進 は 膜 構 造 の 変 化 と 結 び つ い て い る 可 能
性 の あ る こ と を 示 し た 。Table1-13の 結 果 は シ ス テ イ ン
の 効 果 は1価 カ チ オ ン に よ る 促 進 効 果 と 拮 抗 す る 可 能 性
を 示 し て い る 。 そ こ でNaCIと シ ス テ イ ン やGSHの 双 方 の
濃 度 を 変 化 さ せ た 混 合 物 のDNRase活 性 に 対 す る 影 響 を 調
べ た 。 結 果 は 示 さ な い が 、NaClと シ ス テ イ ン 、 あ る い は
NaClとGSHは 共 に 拮 抗 す る 関 係 に あ り 、 そ の 拮 抗 比 が 約
100:1で あ る こ と が わ か っ た 。
ま た 、DNRase活 性 に 対 す る シ ス テ イ ン やGSHの 効 果 の
特 異 性 を 検 討 す る た め に 、 シ ス テ イ ン やGSHで 処 理 し た
菌 の 酸 素 呼 吸 能 を 調 べ た 。 結 果 は 示 さ な い が 、 酸 素 呼 吸
量 は 繰 り 返 し 実 験 を 行 っ て も 全 く 低 下 し な か っ た 。 こ の
こ と か ら シ ス テ イ ン やGSHの 効 果 は 単 に 菌 全 体 の 酵 素 反
応 を 抑 え た の で は な く 、DNRaseに 特 異 的 に 働 い た 可 能 性
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が 高 い と 考 え た が 、 こ の 点 に っ い て は 更 に 検 討 が 必 要 で
あ る 。 な お 、 こ の 菌 の 酸 素 呼 吸 に っ い て は 第1部 第3章
で 述 べ る 。
要旨
硝 酸 呼 吸 条 件 下 で 生 育 さ せ たPs.denitrificansの 菌 体
を シ ス テ イ ン を 含 む 水 溶 液 中 に 懸 濁 し 、pH7.0,30℃ で1
時 間 静 置 す る と 菌 体 のDNRase活 性 は 大 き く 低 下 し た 。 こ
の 効 果 は20種 の ア ミ ノ 酸 の う ち シ ス テ イ ン の み に 特 有 な
も の で あ っ た 。 低 下 し た 酵 素 活 性 は 菌 体 破 砕 後 も 膜 に 局
在 し て お り 、 従 っ て シ ス テ イ ン の 効 果 は 酵 素 の 不 可 逆 的
な 不 活 性 化 に よ る も の と 判 断 し た 。 他 のSH化 合 物 や 還 元
剤 はGSHを 除 い て 効 果 を 示 さ な か っ た 。 そ こ でGSHの 構 成
ア ミ ノ 酸 で あ る グ ル タ ミ ン 酸 、 シ ス テ イ ン 、 グ リ シ ン の
菌 体 処 理 時 に お け る 添 加 効 果 を 調 べ た と こ ろ 、 グ ル タ ミ
ン 酸 が シ ス テ イ ン の 効 果 を 強 め た の で 添 加 シ ス テ イ ン の
少 な く と も 一 部 はGSHに 変 化 し て か ら 作 用 す る と 推 定 し
た 。 ま た 、 第1章 に 述 べ た よ う にNaCIで の 処 理 でDNRase
は 活 性 化 さ れ た が 、 シ ス テ イ ン とNaClは 互 い に 拮 抗 す る
こ と が 明 ら か と な っ た 。
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Ps.denitrificansは好 気 条 件 下 で 生 育 す る と 酸 素 呼 吸
を 行 い 、 硝 酸 呼 吸 に 関 す る 酵 素 の 合 成 は 抑 制 さ れ る が 硝
酸 呼 吸 条 件 下 で 生 育 し た 菌 体 は 硝 酸 呼 吸 能 を 獲 得 す る ば
か り で な く 酸 素 呼 吸 能 を も 保 持 し て い る 。 酸 素 呼 吸 酵 素
系 は 硝 酸 呼 吸 酵 素 系 と 同 様 菌 体 の 膜 に 存 在 す る 。 こ れ ま
で 酸 素 に よ るDNRase合成 の 抑 制 に つ い て は 報 告 さ れ て い
る が1>～3)、 逆 にDNRase活性 の 変 化 が 酸 素 呼 吸 に ど の よ
う な 影 響 を 与 え る か に っ い て は 全 く 報 告 は な い 。
そ こ で 、 硝 酸 呼 吸 に よ る 酸 素 呼 吸 の 制 御 と い う 観 点 か
ら1価 カ チ オ ン に よ るDNRaseの活 性 化 が 酸 素 呼 吸 に ど の
よ う な 影 響 を 与 え る か に っ い て 検 討 し た4>。
実 験 方 法
菌 体 の 酸 素 呼 吸 測 定 法 菌 体 の 酸 素 呼 吸 を 大 洋 科 学
工 業K.Kの 生 物 呼 吸 測 定 装 置(02ア ッ プ テ ス タ ーC型)を
用 い 、 検 圧 法 に よ り 測 定 し た 。Nishimuraら5)の 用 い た
合 成 培 地 か らKNO3とNH4Clを 除 い た 溶 液 に 菌 体 及 び 必 要
に 応 じ てNaClや シ ス テ イ ン 等 を 加 え 、 ベ ッ セ ル 中 の 反 応
溶 液 を 合 計2mLと し た 。 発 生 す るCO2は ろ 紙 に し み 込 ま せ
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た20%KOHで ト ラ ッ プ し 、 菌 の 呼 吸 す る02量 を マ ノ メ ー
タ の 読 み で 測 定 し た 。
実 験 結 果
塩 化 ナ ト リ ウ ム 処 理 菌 の 酸 素 呼 吸 能 硝 酸 呼 吸 条 件
下 で 生 育 し た 菌 体 を 種 々 の 濃 度 のNaClと 共 に30℃,1時 間
処 理 し 、 そ の 処 理 菌 体 のDNRase活 性 と 酸 素 呼 吸 能 を 調 べ
た(Fig.1-9)。 硝 酸 呼 吸 菌 のDNRase活 性 は す で に 述 べ
た よ う に 、NaCl濃 度 が 高 く な る に し た が っ て 上 昇 し た
が 、 一 方 、 酸 素 呼 吸 能 はNaC1濃 度 に 応 じ て 逆 に 低 下 し た 。
NaC1の 代 わ り に 同 じ1価 カ チ オ ン を 含 むKCIや 塩 化 エ チ
ル ア ン モ ニ ウ ム 塩 の 場 合 で も 同 様 の 傾 向 を 示 し た4)。
こ の こ と は 、1価 カ チ オ ン 処 理 に よ り 直 接 酸 素 呼 吸 が
低 下 し た か 、 あ る い は 膜 構 造 の 変 化 がDNRase活 性 を 高 め
た 結 果 、 間 接 的 に 酸 素 呼 吸 能 が 減 少 し た の か 、 い ず れ か
に よ る と 考 え ら れ る 。 前 者 の 可 能 性 を 調 べ る た め に 、 次
の よ う な 実 験 を 行 っ た 。N源 と し てNOCtの み 含 む 培 地 で
好 気 的 に 培 養 し た 菌 はANRaseを 持 ち 酸 素 呼 吸 を 行 う 。 そ
こ で 、 こ の よ う な 条 件 で 生 育 し た 菌 を 同 様 に1価 カ チ オ
ン で 処 理 し た と こ ろFig.1-10に 示 す よ う に 、 酸 素 呼 吸 に
対 す るNaC1の 効 果 は 硝 酸 呼 吸 で 成 育 し た 菌 の 場 合 に 比 べ
小 さ く 酸 素 呼 吸 は わ ず か し か 低 下 し な か っ た 。 な お こ
の 条 件 で はANRase活 性 は ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ た 。










































































す る 。 一 方 、 異 化 型 の 条 件 で はDNRaseと酸 素 呼 吸 系 酵 素
は い ず れ も 膜 中 に 存 在 す る 。 酸 素 呼 吸 お よ び 硝 酸 呼 吸 条
件 下 で 生 育 し た 菌 の 酸 素 呼 吸 系 酵 素 が 同 一 の も の で あ れ
ば 、1価 カ チ オ ン が 直 接 酸 素 呼 吸 系 酵 素 に 作 用 す る と 仮
定 す れ ば 、 異 化 型 、 同 化 型 硝 酸 還 元 条 件 下 で 成 育 し た 菌
に お け る 酸 素 呼 吸 は 同 程 度 の 影 響 を 受 け る は ず で あ る 。
し か し 両 者 に は 大 き な 差 を 認 め た 。 こ の こ と は カ チ オ ン
は 直 接 酸 素 呼 吸 系 酵 素 に 作 用 し 、 そ の 結 果 酸 素 呼 吸 を 低
下 さ せ た の で は な い こ と を 示 し て い る 。 硝 酸 呼 吸 条 件 下
で 生 育 さ せ た 菌 体 のDNRaseは膜 に 存 在 し 、 ユ ビ キ ノ ン を
介 し て 、 呼 吸 系 チ ト ク ロ ー ム 酵 素 と 接 し て い る と 言 わ れ
て い る(Fig.1-11)6>07)。 従 っ て カ チ オ ン が 膜 に 作 用
し 、 膜 構 造 に 変 化 を 与 え た 結 果DNRase活性 を 高 め 、 そ の
こ と が 隣 接 す る 酸 素 呼 吸 系 酵 素 に 影 響 を 与 え て 、 酸 素 呼
吸 能 を 低 下 さ せ た と 考 え ら れ る 。 以 上 の こ と か ら 、
Ps。deitrificansにお い て は 、 菌 体 をNaC1で 処 理 す る と
酸 素 呼 吸 系 酵 素 と 硝 酸 呼 吸 系 酵 素 の2っ の 酵 素 系 が 互 い
に 他 を 制 御 す る 機 構 が 存 在 し 得 る こ と が 示 唆 さ れ た 。
シ ス テ イ ン 処 理 菌 の 酸 素 呼 吸 能
テ イ ン はDNRaseを 不 活 性 化 す る 。
りDNRase活 性 の 低 下 し た 菌 の 酸 素 呼 吸 能 を 調 べ た と こ ろ 、
前 章 で 述 べ た よ う に 酸 素 呼 吸 能 は シ ス テ イ ン 処 理 に よ り
ほ と ん ど 変 化 し な か っ た 。 こ の こ と はNaClの 場 合 に 生 じ
たDNRase活 性 と 酸 素 呼 吸 と の 逆 相 関 は シ ス テ イ ン 処 理 の
NaClと は 逆 に シ ス
























場 合 認 め ら れ な い こ と に な る が 、 シ ス テ ィ ン がDNRase活
性 を 低 下 さ せ る の は 単 に 菌 体 全 体 の 酵 素 活 性 を 抑 制 す る
の で は な く 、DNRase活 性 を 特 異 的 に 不 活 性 化 し た 可 能 性
を 示 し て い る 。
要旨
Ps.denitrificansは培 養 条 件 に よ り 硝 酸 呼 吸 を 行 っ た
り 酸 素 呼 吸 を 行 っ た り す る 。NaClで の 処 理 に よ りDNRase
活 性 の 上 昇 し た 菌 体 の 酸 素 呼 吸 能 は 著 し く 低 下 し た こ と
か ら 硝 酸 呼 吸 に 関 与 す るDNRase活 性 の 変 化 が 酸 素 呼 吸 に
影 響 を 与 え る こ と が わ か っ た 。 。 一 方 、 好 気 的 に 培 養 し 、
酸 素 呼 吸 を 行 いDNRaseを 持 た な い 菌 体 をNaC1で 処 理 し た
と こ ろ 、 酸 素 呼 吸 低 下 はDNRaseを 保 持 す る 菌 よ り 小 さ か っ
た 。 こ の こ と はNaC1に よ る 処 理 で ま ずDNRase活 性 が 上 昇
し 、 そ の こ と が 酸 素 呼 吸 を 抑 制 す る 作 用 を 引 き 起 こ し た
も の と 考 え た 。 ま た 、 シ ス テ イ ン に よ りDNRase活 性 を 低
下 さ せ た 菌 体 の 酸 素 呼 吸 を 測 定 し た が ほ と ん ど 変 化 は 見
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第1部 に お い てPs.denitrificansを 硝 酸 呼 吸 条 件 下 で
生 育 さ せ 、 そ の 菌 懸 濁 液 を1価 カ チ オ ン で 処 理 す る と そ
のDNRaseが 活 性 化 さ れD、 シ ス テ イ ン やGSHで 処 理 す る
と 逆 に 不 活 性 化 さ れ る こ と を 述 べ た2)。 こ の よ う な 菌 体
処 理 で はNO2を 還 元 す るNiRase活 性 は ほ と ん ど 変 化 し な
い の で 、 こ のDNRase活 性 の 変 化 はNO2蓄 積 量 に 大 き く 影
響 す る と 考 え ら れ る 。 た と え ば 、 脱 窒 菌 の 存 在 す る 湖 沼
な ど で はNO2蓄 積 量 に 影 響 し て い る 可 能 性 が あ る 。
一 方 、 人 の 体 内 に お い て 細 菌 が 多 く 存 在 す る 場 所 は 主
と し て 口 腔 内 と 腸 内 と さ れ て い る3)。 い ず れ に お い て も
NRaseを 保 持 す る 菌 が 存 在 し 、 生 育 条 件 に よ っ て はNO3
をNO2に 変 化 さ せ る 。 体 内 にNO2が 存 在 す る と ア ミ ン と
反 応 す る こ と に よ り ニ ト ロ ソ ア ミ ン を 生 じ 、 そ れ が 発 ガ
ン 性 を 有 す る こ と は よ く 知 ら れ た 事 実 で あ る4)。 腸 内 で
は ビ フ ィ ズ ス 菌 や 乳 酸 菌 の よ う に 整 腸 作 用 を 持 っ 菌 だ け
で な く 、 ウ ェ ル シ ュ 菌 やE.coliの よ う に そ れ が 殖 え る と
腸 内 腐 敗 や 病 原 性 に か か わ る 菌 も 存 在 し て い る 。 こ れ ら
の う ちE.coliは 幼 年 時 か ら 成 年 時 に か け 、 ほ ぼ 一 定 量 存
在 す る が 老 年 に か け て や や 増 加 す る 傾 向 が あ る 。E.coli
は 糞 便1g中 に 約107個 も 含 ま れ て お り 、 ヒ ト の 腸 内 に 大
量 に 存 在 し て い る こ と が わ か る 。 こ のE.coliは 硝 酸 呼 吸
条 件 下 、 即 ち 嫌 気 的 にNO3存 在 下 で 生 育 さ せ る とDNRase
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を 菌 体 内 に 合 成 し 、 そ の 作 用 に よ り 生 じ たNO2は 腸 内 に
排 出 さ れ る 。 従 っ て 、E.coliのDNRase活 性 を 制 御 す る こ
と は 腸 内NO2の 蓄 積 制 御 に 影 響 す る と 考 え ら れ る 。 近 年
日 本 で は 欧 米 型 の 肉 食 が 増 加 し 、 そ れ と と も に 大 腸 ガ ン
に よ る 死 者 が 急 増 し て い る 点 か ら もE,coliのDNRase活 性
を 制 御 し 、 腸 内NO2蓄 積 を 抑 制 す る こ と は き わ め て 重 要
な 課 題 と い え る 。 そ こ でPs.denitrificansに お け る 知 見
を 基 礎 と し て 、E.coliに お け るDNRase活 性 の 制 御 を 検 討
し た 。 そ の 結 果E.coliで はPs.denitrificansの 場 合 と 同
様 に 、NaC1で 菌 体 を 処 理 す る とDNRase活 性 が 上 昇 し 、 シ
ス テ イ ン やGSHで は 逆 に 低 下 し た 。 腸 内 に は 様 々 な 状 態
のE.coliが 存 在 し て い る 可 能 性 が あ る の で 、 培 養 時 に
NaCl,シ ス テ イ ン,GSHを 添 加 し 、 増 殖 中 の 菌 体 へ の 効 果
を 検 討 し た 。 そ の 結 果NaC正 は 対 数 増 殖 前 期 の 菌 体 当 た り
のNO2生 成 量 を 高 め 、 シ ス テ イ ン は 対 数 増 殖 後 期 の 生 成
量 を 抑 え た 。 ま た 、 シ ス テ イ ン とGSHを 共 に 加 え た 場 合
は 全 体 的 に 抑 制 し た5)。
こ れ ら の 結 果 人 間 の 腸 内 に お け るNO2蓄 積 に 関 し シ ス
テ イ ン やGSHが 抑 制 作 用 を 示 す 可 能 生 が あ る と い う 重 要












3)谷 口 茂 彦:口 腔 内 生 態 系 を 含 め た 人 体 に お け る 硝 酸













E.coliは 種 々 の 観 点 か ら 最 も よ く 研 究 さ れ た 微 生 物 で
あ り 、 そ の 生 育 条 件 と 硝 酸 還 元 の 関 係 も く わ し く 知 ら れ
て い るi>～4)。 好 気 的 に 培 養 し た 場 合E.coliは 酸 素 呼 吸
に よ っ て エ ネ ル ギ ー を 獲 得 す る が 硝 酸 呼 吸 は 行 わ な い 。
好 気 的 条 件 下 で もNO3が 存 在 し 、NH4+等 窒 素 源 と な る も
の が 存 在 し な い 場 合 は 同 化 型 の 硝 酸 還 元 を 行 う 可 能 性 が
あ る も の の 増 殖 は き わ め て 難 し い と さ れ て い る5)。 ま た
嫌 気 的 条 件 下 でNO3が 存 在 し な い 場 合 は い わ ゆ る 発 酵 に
よ り 生 育 す る が そ の 程 度 も 低 い 。 嫌 気 的 条 件 下 でNO3が
存 在 す る とDNRaseと リ ン ク し た 硝 酸 呼 吸 を 行 い 、 そ の 結
果NO2を 生 成 す る こ と は よ く 知 ら れ て い る 。 従 っ て 、
E.coliに よ るNO3か ら のNO2生 成 蓄 積 に つ い て 研 究 す る
に は 、 嫌 気 状 態 でNO3の 存 在 す る 、 い わ ゆ る 硝 酸 呼 吸 条
件 下 で のDNRase活 性 を 検 討 す る こ と が 重 要 な こ と が わ か
る 。 そ こ で 、 第1部 で 述 べ たPs.denitrificansで の
DNRase活 性 制 御 の 結 果 を 基 礎 と し てE.coliのDNRase活 性
制 御 を 試 み た 。 人 体 に 存 在 す るE.coliのDNRase活 性 を 制
御 す る 物 質 の 検 索 に は ヒ ト が 日 常 経 口 摂 取 す る 食 品 の 中
に 含 ま れ る 物 質 を 中 心 に そ の 効 果 を 調 べ る こ と が 必 要 で
あ る 。 そ こ で 、 ま ず 調 味 料 と し て も 、 ま た 生 命 を 維 持 す
一72一
る た あ に も 必 要 で あ る が 、 過 剰 摂 取 は 様 々 な 障 害 を 引 き
起 こ す こ と が 指 摘 さ れ て い るNaC1お よ び 比 較 の た め に 他
の 塩 類 の 効 果 を 調 べ た 。 そ の 結 果Ps .denitrificansの場
合 と 同 じ く1価 カ チ オ ン がDNRaseを 活 性 化 さ せ る こ と を
認 め た θ)。 ま た 各 種 ビ タ ミ ン 、 糖 、 脂 肪 酸 、 ア ミ ノ 酸 な
ど の 効 果 も 検 討 し た と こ ろ 、Ps.denitrificansの 場 合 と
同 様 シ ス テ イ ン,GSHに よ るDNRaseの 不 活 性 化 を 認 め た 。
こ の 章 で は 特 にE.coliが 腸 内 に 存 在 す る こ と か ら シ ス テ
イ ン,GSHに よ るDNRaseの 不 活 性 化 を 主 と し て 研 究 し た 。
実 験 方 法
菌 の 培 養E.coliIFo3301を 用 い 、 培 養 は 、P.R.
Lambdenら の 方 法?}に 従 っ た 。 保 存 培 地 はMgSO4・7H20,
0.1g,酵 母 抽 出 液O.2g,ポ リ ペ プ ト ン1gを 水100mLに 溶 か
し た も の を 用 い た 。 前 培 養 と 本 培 養 に は 同 じ 合 成 培 地
[培 地1L当 た りKH2PO4,5.44g;K2HPO4,10.49g;(NH4)2
SO4,2g;MgSO4・7H20,0.05g;MnSO4・4H20,5mg;FeSO4・7H20,
0.125皿g;CaCl2,0.5mg,KNO3,4g;カ サ"ミ ノ酸,0.5g:L一 トリフ.トファ
ン30mg,グ ルコ ス;7.21gを 溶 か し た も の]を 用 い 、 い ず れ も
培 養 容 器 内 の 空 気 をHeで 置 換 し た 嫌 気 条 件 下300Cで16時
間 培 養 を 行 っ た 。 菌 体 の 増 殖 度 は580nmで の 濁 度 で 測 定
し た 。
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DNRase活 性 測 定Nishimuraら の 方 法8'を 用 いNO3
か らDNRaseの 作 用 に よ り 生 ず るNO2量 を 測 定 す る こ と に
よ り 行 っ た9>。 具 体 的 に は 第1部 第1章 で 述 べ た 方 法 を
用 い た 。
NiRase活 性 測 定Colemanら10)の 方 法 を 用 い た 。
TEA緩 衝 液(50mM一 トリス/IN-HCIPH8.0)1.8mL,10mMNAD÷
0,3mL,20mMNANO20.3mLを 加 え 、 次 に2.5mMNADHO.3mL,
酵 素 液0.3mLを 添 加 し30.Cで5分 間 反 応 を 行 っ た 。NADHの
減 少 量 を340nmの 吸 光 度 で 測 定 し た 。 酵 素 活 性 は 菌 体1g
当 た り のNADH減 少 量 で 示 し た 。
静 止 菌 体 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 菌 体 の 膜 画 分 、 膜 可
溶 性 画 分 の 調 製 、 菌 体 の ト ル エ ン 処 理 方 法 は 第1部 第1
章 、 ま た 菌 体 中 のGSH含 量 の 測 定 方 法 は 第1部 第2章 と
同 様 に 行 っ た 。
結 果 と 考 察
1価 カ チ オ ン に よ る 硝 酸 還 元 酵 素 の 活 性 上 昇
ps.denitrificansの 場 合 と 同 様 の 実 験 をE.coliに っ い て
も 行 っ た(Table2-1)。Ps.denitrificansの 場 合 と 同 じ
く1価 カ チ オ ン の 塩 、NaCl,KC1,Na2SO4は い ず れ もDNRase
活 性 を 著 し く 増 大 さ せ 、2価 カ チ オ ン の 塩MgC12は あ ま り
影 響 を 与 え な か っ た 。 ま たNaClは 有 効 で 、MgCl2は 無 効




























で ア ニ オ ン に 依 ら な い こ と も 示 し て い る 。 な お 、3価 カ
チ オ ン を 含 むFeCl3やAIC13は こ の 濃 度 で は 沈 澱 を 生 じ 、
結 果 を 得 る に い た ら な か っ た 。 こ れ ら の こ と はDNRase活
性 の 上 昇 は1価 カ チ オ ン 特 有 の も の で あ る こ と を 示 し て
い る 。
そ こ でNaC1を 用 い 、1価 カ チ オ ン のDNRase活 性 に 対 す
る 効 果 を 検 討 し た 。 ま ず 菌 体 処 理 時 に お け るNaClの 濃 度
を 変 化 さ せ 、 そ の 影 響 を 調 べ た(Fig2-1)。NaCl濃 度 が
高 く な る に 従 いDNRase活 性 は 著 し く 増 大 し た 。Ps.deni-
trificansの 場 合 は2Mで 最 大 値 を 示 し た が 、E.coliの 場
合 は0。5Mで 最 大 値 に な っ た 。
次 に 菌 体 処 理 時 に お け る 温 度 を 検 討 し た と こ ろ 、37.C
の 場 合 最 もDNRase活 性 を 増 大 さ せ た(Table2-2)。
さ ら に 処 理 時 間 及 びpHの 影 響 を 調 べ た 。 結 果 は 示 さ な
い が 、 共 にPs.denitrificansの 場 合 と 基 本 的 に 同 一 の 傾
向 を 示 し た 。 即 ち 処 理 時 間 と 共 にNaCl効 果 は 増 大 し 、pH
が7か ら9と 高 く な る に 従 い 、NaC1の 効 果 は 著 し く 増 大 し
た 。
以 上 の 結 果 か らE.coliのNaClに よ る 処 理 条 件 はNaCl濃
度 を0.5Mと し た 菌 懸 濁 液 をpH7.0で30.C,1時 間 静 置 す る
こ と と し た 。 こ の 条 件 はPs.denitrifcansの 場 合 と 同 一
で あ る 。
1価 カ チ オ ン に よ る 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 上 昇 の 機 構
1価 カ チ オ ン に よ るE.coliのDNRase活 性 上 昇 の 機 構 を 探

































































る 実 験 を 行 い 、 同 じ 傾 向 の 結 果 を 得 た 。 ま ず 、 タ ン パ ク
質 合 成 に 対 す るNaClの 効 果 を 調 べ た(Table2-3)。 菌 体 処
理 時 にNaClと 共 に ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を 加 え て も 、
NaC1に よ るDNRase活 性 上 昇 に 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た の で 、
NaC1の 効 果 はDNRaseタ ン パ ク 質 の 合 成 と は 無 関 係 で あ る
と い え る 。
DNRase活 性 の 測 定 はNO3か ら のNO2の 生 成 量 を 指 標 と
し て い る 。NO2はNiRaseが 存 在 す る と 更 に 還 元 さ れ る 。
そ こ でNaCl処 理 に よ るNiRase活 性 へ の 影 響 を 調 べ て み た 。
脱 窒 菌Ps.denitrificansの 場 合 、NO3はNO2を 経 てN2に
ま で 還 元 さ れ 、 こ の 菌 をNaC1で 処 理 し て もNiRaseに 影 響
は み ら れ な か っ た(Tablel-4)。 一 方 、E.coliは 脱 窒 を 行
わ な い 。NaClで 処 理 しDNRase活 性 を 高 め た 菌 のNiRase活
性 の 変 化 は 小 さ くPs.denitrificansの場 合 と 同 様DNRase
活 性 測 定 に 影 響 を 与 え る も の で は な か っ た(Table2・-4)。
ま た 結 果 に は 示 さ な い がPs,denitrificansの場 合 と 同
様 、NaClで 処 理 し てDNRase活 性 が 増 大 し た 菌 の 破 砕 液 も
高 いDNRase活 性 を 示 し た 。 こ の こ と はE.coliの 場 合 も1
価 カ チ オ ン に よ りDNRaseそ の も の が 活 性 化 さ れ た 可 能 性
を 示 す 。 ま た ト ル エ ン な ど の 有 機 溶 媒 で の 処 理 や 塩 化 ア
ル キ ル ァ ン モ ニ ウ ム 塩 な ど で の 処 理 に よ り 、DNRase活 性
は 増 大 し た 。 こ れ ら の こ と もPs.denitrificansの場 合 と
同 様 で1価 カ チ オ ン の 作 用 が 膜 と か か わ っ て い る こ と を
示 唆 し て い る 。



































性 測 定 時 の 温 度 を 変 え る と 、60.Cま で はDNRase活 性 は 温
度 と 共 に 増 大 し た が 、 膜 可 溶 性 画 分 のDNRase活 性 上 昇 率
は 菌 体 の そ れ よ り も か な り 低 か っ た(Fig2-2)。 こ の 結
果 は 、 温 度 上 昇 に よ る 膜 の 脂 質 部 分 の 流 動 性 の 増 大 が
DNRase活 性 を 促 進 し た た め と 推 定 さ れ る 。 こ れ ら の こ と
はPs.denitrificansの 場 合 と 同 一 傾 向 で あ り 、 第1部 第
1章 で 述 べ た よ う に1価 カ チ オ ン に よ り 生 じ た 菌 体 の 膜
構 造 の 変 化 がDNRase活 性 を 上 昇 さ せ た も の と 推 定 し た 。
シ ス テ イ ン に よ る 硝 酸 還 元 酵 素 の 活 性 低 下 菌 体 処
理 時 及 び 酵 素 活 性 測 定 時 に お け る 各 種 ビ タ ミ ン 、 糖 の 効
果 を 検 討 し た が 、 い ず れ もDNRase活 性 に は 影 響 を 与 え な
か っ た 。 ま た 低 級 脂 肪 酸 塩 に つ い て も 調 べ た と こ ろ 、 ナ
ト リ ウ ム 塩 な ど の1価 カ チ オ ン 以 外 に 、 や やDNRase活 性
を 変 化 さ せ る も の は あ っ た が そ れ ら の 影 響 は 顕 著 な も の
で は な か っ た 。
次 に 各 種L一 ア ミ ノ 酸 に よ る 処 理 効 果 を 調 べ た(Table2-
5)。 使 用 し た ア ミ ノ 酸 濃 度 は そ の 溶 解 度 の た めTyr,Asp
を1mMと し た 他 は す べ て5mMと し た 。Ps.denitrificansの
場 合 と 同 様 す べ て の ア ミ ノ 酸 の う ち 、 シ ス テ イ ン の み
DNRase活 性 を 低 下 さ せ 反 応 液 中 のNO2蓄 積 量 を 減 少 さ せ
た 。 ま た こ れ ら の ア ミ ノ 酸 をDNRase活 性 測 定 時 に 加 え て
も な ん ら 効 果 は 示 さ な か っ た 。
DNRase活 性 の シ ス テ イ ン 処 理 時 に お け る 濃 度 依 存 性 は




































































































































傾 向 を 示 し た 。
次 に シ ス テ イ ン 処 理 時 の 温 度 の 影 響 を 調 べ た(Table2
-6)。0℃ に 比 べ て30℃ ,37℃ で 大 き な 効 果 を 示 し た こ
と は こ の シ ス テ イ ン 効 果 に は 酵 素 反 応 の 関 与 が 考 え ら れ
た が 、0.Cで も シ ス テ イ ン の 効 果 は や や 認 め ら れ た の で
非 酵 素 的 反 応 も 一 部 考 慮 す る 必 要 が あ ろ う 。
30.Cで の シ ス テ イ ン 処 理 時 間 に つ い て 検 討 し た と こ ろ 、
DNRase活 性 は 処 理 時 間 に 依 存 し て 低 下 し た(Fig24)。
こ れ は シ ス テ イ ン が 菌 体 に と り 込 ま れ 、 な ん ら か の 酵 素
反 応 が 起 こ る の に 必 要 な 時 間 と 考 え ら れ る 。
次 に 菌 体 処 理 時 のpHを 変 化 さ せ た(Fig2-5)。pH5～
9に か け 対 照 菌 のDNRase活 性 は 一 定 値 を 示 し た が シ ス テ
イ ン を 加 え た 場 合 はpH7～9でDNRase活 性 を 抑 制 し た 。 し
か しpH5で は シ ス テ イ ン は 抑 制 効 果 を 全 く 示 さ な か っ た 。
こ れ は シ ス テ イ ン の 等 電 点 がpH5で あ り 、 と り 込 み に 影
響 が あ っ た も の と 考 え た 。 な お 、pH11の 場 合 に お け る
DNRase活 性 の 急 激 な 上 昇 の 原 因 に つ い て は 官 能 基 の 電 離
に よ る 膜 構 造 の 変 化 が 考 え ら れ る 。 こ れ ら の こ と か ら シ
ス テ イ ン に よ るE.coliのDNRase活 性 抑 制 条 件 と し て は 、
Ps.denitrificansの場 合 と 同 じ く シ ス テ イ ン5mMを 含 む
菌 懸 濁 液(PH7.0)を30.C,1時 間 静 置 す る こ と と し た 。
シ ス テ イ ン に よ る 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 低 下 の 機 構
シ ス テ イ ン に よ るDNRase活 性 抑 制 機 構 を 探 る た め 、 ま ず



























































































膜 と 上 清 に 分 け て そ の 活 性 分 布 を 調 べ た と こ ろ 、 膜 部 分
のDNRaseが 不 活 性 化 さ れ て い た(Table2-7)。 ま た 、 シ
ス テ イ ン の 構 造 か ら 考 え 、-SH基 ,還 元 力 に 注 目 し て 、
メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル や ア ス コ ル ビ ン 酸 の 効 果 を 検 討 し
た が い ず れ も 効 果 を 示 さ な か っ た 。 し か し 、GSHは シ ス
テ イ ン に 及 ば な い も の のDNRase活 性 を 抑 制 し た(Table2-
8)。 以 上 の 結 果 はPs.denitrificansの場 合 と ほ ぼ 同 じ 傾
向 で あ っ た 。 シ ス テ イ ン とGSHが 共 に 効 果 を 示 し た こ と
か ら シ ス テ イ ン が 菌 体 中 に と り 込 ま れ 、GSHに 変 化 し た
可 能 性 を 考 え 、 シ ス テ イ ン 処 理 菌 体 中 のGSH含 量 を 測 定
し た(Table2-9)。Ps.denitrificansの 場 合GSHは 全 く
検 出 さ れ な か っ た が 、E.coliで は 菌 体 内 のGSH含 量 は 明
ら か に 増 大 し て い た 。 す な わ ち 添 加 シ ス テ イ ン の 少 な く
と も 一 部 が 菌 体 内 でGSHに 変 化 し た こ と が わ か っ た 。 こ
の こ と はTable2-8に 示 し た よ う に シ ス テ イ ン の 効 果 を ア
ス コ ル ビ ン 酸 が 高 め た こ と か ら も 支 持 さ れ る 。 即 ち 、 ア
ス コ ル ビ ン 酸 の 還 元 性 が シ ス テ イ ン の 酸 化 を 防 ぎGSHへ
の 変 換 を 容 易 に し た た め と 考 え ら れ た 。 次 にGSHの 構 成
ア ミ ノ 酸 で あ る グ リ シ ン,シ ス テ イ ン,グ ル タ ミ ン 酸 の
各 混 合 物 に よ る 処 理 を 行 っ た(Table2-10)。ps.de-
nitrificansの 場 合 は グ リ シ ン,グ ル タ ミ ン 酸,シ ス テ
イ ン の3種 を 混 合 し た 場 合 と 、 グ ル タ ミ ン 酸 と シ ス テ イ
ン の2種 を 混 合 し た 場 合 い ず れ も シ ス テ イ ン の 効 果 を 強
め た が 、E.coliで は シ ス テ イ ン 単 独 の 効 果 と 同 じ で あ っ





























































































用 で き る グ ル タ ミ ン 酸,グ リ シ ン が 十 分 量 存 在 しGSH合
成 量 が シ ス テ イ ン 量 に 依 存 し て い る こ と を 示 し て い る 。
シ ス テ イ ン が 菌 体 に 取 り 込 ま れ た 後GSHに 変 化 し 、
DNRase活 性 を 低 下 さ せ る と す る と 、GSHや シ ス テ イ ン を
DNRase活 性 測 定 時(5分 間)に 添 加 し た 場 合 、 菌 体 処 理
時(60分 間)に お け る 添 加 と 異 な り 時 間 が 短 い た め に シ
ス テ イ ン はGSHに 変 化 で き な い が 、GSHは そ の ま ま 作 用 す
る 可 能 性 が あ る の でGSHの 効 果 が シ ス テ イ ン の そ れ に 比
べ 大 き い こ と が 期 待 さ れ る 。 結 果 は 示 さ な い が 、 膜 画 分
のDNRase活 性 測 定 時 に シ ス テ イ ン ,GSHを そ れ ぞ れ 添 加 し
た 場 合 シ ス テ イ ン が 無 効 な の に 比 べ 、GSHは や やDNRase
活 性 を 低 下 さ せ た 。 ま た 菌 体 のDNRase活 性 測 定 時 にGSH,
シ ス テ イ ン を 添 加 し た 場 合 両 者 は ほ と ん ど 効 果 を 示 さ な
か っ た 。 こ れ は 膜 画 分 にGSHを 加 え た 時 はGSHが 直 接
DNRaseに 接 近 す る 可 能 性 が あ る が 、 菌 体 にGSHを 加 え た
時 は 、GSHの 菌 体 へ の と り 込 み に 問 題 が あ る と 思 わ れ る 。
い ず れ に し て もGSHがDNRaseに 直 接 作 用 す る 可 能 性 を 示
す も の と 考 え ら れ る 。
一93一
要旨
硝 酸 呼 吸 条 件 下 で 生 育 さ せ たE.coliの 菌 体 をpH7.o,30
℃ で1時 間1価 カ チ オ ン を 含 む 水 溶 液 中 で 静 置 す る と 菌
体 のDNRaseが 活 性 化 さ れ た 。 こ の 効 果 は1価 カ チ オ ン に
特 有 の も の で あ り 、 第1部 第1章 で 述 べ たPs.denitri-
ficansに お け る1価 カ チ オ ン 効 果 と 基 本 的 に 同 じ 傾 向 を
示 し た 。 す な わ ち 、DNRaseの 不 可 逆 的 活 性 化 が 膜 構 造 の
変 化 に よ っ て お こ る こ と がE.coliに お い て も 確 認 さ れ た 。
ま た 、E。coliのDNRaseに 及 ぼ す シ ス テ イ ン の 効 果 を 調
べ た と こ ろ 、Ps .denitrificansの場 合 と 同 様 、 酵 素 を 不
活 性 化 す る こ と が 認 め ら れ た 。 更 に 、 シ ス テ イ ン 処 理 し
た 菌 体 中 のGSH含 量 が 増 加 し て い る こ と が 確 認 さ れ た の
で シ ス テ イ ン の 少 な く と も 一 部 はGSHに 変 化 後 作 用 す る
こ と が 示 さ れ た 。 一 方 、 菌 体 破 砕 液 に シ ス テ イ ン やGSH
を 添 加 し てDNRase活 性 を 測 定 し た と こ ろ 、GSHは 活 性 を
や や 低 下 さ せ た が シ ス テ イ ン は 影 響 し な か っ た 。 こ の こ
と は シ ス テ イ ン がGSHに 変 化 し てDNRase活 性 を 抑 制 す る













































前 章 で 、E.coliの 静 止 菌 体 をNaC1で 処 理 す る と 、 そ の
DNRaseが 活 性 化 さ れ1)、 シ ス テ イ ン,GSHで 処 理 す る と
逆 に 不 活 性 化 さ れ る こ と を 述 べ た2)。
こ れ ら の こ と を 腸 内 に 応 用 し て 考 え る と 、 高 濃 度 の
NaC1と 一 定 時 間 接 触 し たE.coliは 、 そ のDNRase活 性 が 上
昇 し 、 そ の 後NO3と 触 れ る とNaCIと 接 触 し て い な い 菌 体
に 比 べ 多 量 のNO2を 生 成 す る こ と に な り 、 逆 に シ ス テ イ
ン やGSHと 一 定 時 間 接 触 し た 菌 体 は そ の 後 生 成 す るNO2
が 著 し く 少 な い も の と 推 定 さ れ る 。 こ れ ら の 菌 の 状 態 は
腸 内 に お い て 十 分 可 能 性 の あ る も の で あ り 、NaC1や シ ス
テ イ ン,GSHがE.coliの 静 止 菌 体 に 作 用 し 、 腸 内NO2蓄
積 量 に 大 き な 影 響 を 与 え る 可 能 性 を 示 し て い る 。
一 方 、 腸 内 のE.coliは 様 々 な 状 態 で 存 在 し て お り 、 静
止 菌 の 状 態 も あ れ ば 対 数 増 殖 期 の 菌 体 も 存 在 す る 。 そ こ
で 、E.coliの 増 殖 培 地 にNaC1,シ ス テ イ ン,GSH等 を 加 え 、
NO2生 成 量 や 菌 体 の 増 殖 へ の 影 響 を 検 討 し た3)。
実 験 方 法
増 殖 培 地 へ のNaC1,シ ス テ イ ン 及 びGSHの 添 加
一97一
P.R.Lambdenら4)の 用 い た 培 地 に 種 々 の 濃 度 のNaC1,シ ス
テ イ ン,GSHを 加 え た 。 シ ス テ イ ン とGSHに つ い て は 培 地
成 分 と 別 に 滅 菌 し た 無 菌 水 に 溶 解 し そ の 溶 液 を 培 地 に 加
え て 使 用 し た 。
菌 体 を 接 種 後 、 嫌 気 的 状 態 で 培 養 後 一 定 時 間 後 嫌 気 下
で 一 定 量 サ ン プ リ ン グ し た 。 サ ン プ リ ン グ し た 菌 懸 濁 液
に つ い て 増 殖 度 を 測 定 し 、Nicholasら5>の 方 法 でNO2量
を 求 め た 。
培 地 中 のGSH,シ ス テ イ ン 量 測 定 方 法 は 第1部 第2章 の
実 験 方 法 で 述 べ た 。
結 果 と 考i察
増 殖 培 地 へ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 添 加 効 果 E.coliの 静
止 菌 体 をNaClで 処 理 す る とDNRase活 性 が 上 昇 す る こ と か
ら 、 こ の 効 果 が 静 止 菌 体 だ け で な く 増 殖 し て い る 菌 体 に
も 及 ぶ 可 能 性 を 調 べ る た め に 増 殖 培 地 中 にNaClを 添 加 し 、
菌 体 当 た り のNO2'生 成 量 やDNRase活 性 の 経 時 変 化 を 調 べ
た 。 対 数 増 殖 前 期(培 養4.5hr後)と 後 期(培 養8.5hr
後)に お け る 測 定 値 をTable2-11に 示 し た 。 対 数 増 殖 前
期 で はNaCl添 加 培 地 で 生 育 し た 菌 のDNRase活 性 は 対 照 菌
の 活 性 に 比 べ 高 く 、 そ れ に 比 例 し て 菌 体 当 た り のNO2生
成 量 も 高 か っ た 。 し か し 対 数 増 殖 後 期 に か け てDNRase活
性 は 対 照 菌 の そ れ と ほ ぼ 等 し く な り 、NO2生 成 量 も そ れ




























た 。 こ れ ら の こ と をNO2蓄 積 の 点 か ら 考 え る と 、 増 殖 培
地 へ のNaCl添 加 効 果 はNaCl処 理 に お け る 効 果 に は 劣 る も
の の 、NO2蓄 積 に 影 響 を 与 え て い る こ と が わ か っ た 。
NO2蓄 積 と 培 地 中 のNaClと の 関 係 に っ い て 更 に 調 べ る
た め 、 酸 素 呼 吸 条 件 下 、 硝 酸 呼 吸 条 件 下 で 培 地 中 にNaCl
を 加 え 各 々 の 場 合 の 増 殖 度 を 比 較 す る とDNRaseを も た な
い 酸 素 呼 吸 菌 の 場 合 ほ と ん ど 培 地 中 のNaClの 影 響 を 受 け
な か っ た の に 対 し 、硝 酸 呼 吸 菌 で はNaC10.5Mで や や 増 殖
度 の 低 下 を 認 め た(Fig2-6)。 こ の 点 を 更 に 確 認 す る た
め 、 脱 窒 菌Ps,denitrificansを 用 い 同 様 に 増 殖 に 及 ぼ す
NaC1の 効 果 を 調 べ た と こ ろ 酸 素 呼 吸 菌 に は 全 く 影 響 は 無
く 、 硝 酸 呼 吸 菌 の 増 殖 は 大 き く 低 下 し た(Fig2-7)。 一
方 硝 酸 呼 吸 菌 のDNRase活 性 は 逆 に 著 し く 上 昇 し て お り 、
そ れ に 伴 っ てNO2の 濃 度 が 菌 体 周 辺 で 高 ま り 、 増 殖 を 抑
え た も の と 考 え ら れ る 。 酸 素 呼 吸 菌 の 場 合 はDNRaseを 持
た な い た め こ の よ う な 影 響 が な か っ た も の と 考 え た 。
E.coliの 場 合 、Ps.denitrificansに 示 さ れ た 結 果 ほ ど 大
き な 差 は 認 め ら れ な か っ た が 同 様 な 原 因 が 考 え ら れ る 。
い ず れ に し て も 、 培 地 中 にNaClが 存 在 す る と 菌 体 当 た
り のNO・e生 成 量 を 対 数 増 殖 前 期 に 増 加 さ せ る こ と が わ か っ
た 。 こ の こ と は 腸 内 に お い てNaC1はNO2生 成 量 を 増 加 さ
せ る 可 能 性 が あ り 、 そ の 過 剰 摂 取 に よ る 害 の 一 っ と も 考















































増 殖 培 地 へ の シ ス テ イ ン 添 加 効 果 次 に静 止 菌 体 で
DNRaseを 不 活 性 化 す る 効 果 を も っ シ ス テ イ ン を 増 殖 培 地
に 添 加 し た 。NaC1の 場 合 と 同 様 に 菌 体 当 た り のNO2生 成
量 やDNRase活 性 の 経 時 変 化 を 測 定 し た 。 シ ス テ イ ン1mM
添 加 で は 増 殖 度 は 全 く 影 響 を う け ず 対 数 増 殖 後 期 以 後 の
NO2生 成 量 は 抑 制 さ れ 、DNRase活 性 低 下 も 確 認 さ れ た
(Table2-12)。 こ の こ と は シ ス テ イ ン が 、E,coliに 対
し 増 殖 を 伴 っ た 場 合 も 伴 わ な い 場 合 で もNO2蓄 積 量 を 低
下 さ せ る こ と を 意 味 し て お り 、 体 内 に お け るNO2蓄 積 防
止 に 関 し シ ス テ イ ン が 有 効 で あ る こ と が わ か る 。 な お 、
シ ス テ イ ン5mMを 添 加 し た 場 合NO2生 成 量 は 大 き く 減 少
し た も の の 菌 の 増 殖 度 も 低 下 し た 。
こ の シ ス テ イ ン 添 加 とDNRaseと の 関 係 が 菌 体 の 増 殖 度
に 与 え る 影 響 を 調 べ る た め 、NaClの 場 合 と 同 様 、 酸 素 呼
吸 、 硝 酸 呼 吸 条 件 下 で シ ス テ イ ン を 培 地 中 に 添 加 し た 。
DNRase誘 導 を 行 わ な い 酸 素 呼 吸 条 件 下 で シ ス テ イ ン1mM
を 添 加 し た 場 合 増 殖 度 は 全 く 変 化 し な か っ た が 、DNRase
を 誘 導 す る 硝 酸 呼 吸 条 件 下 で は 約15%増 殖 度 が 高 ま っ た 。
こ の 値 は 有 意 の 差 と 考 え る に は や や 小 さ い も の で あ っ た
が シ ス テ イ ン がDNRase活 性 を 低 下 さ せ 、NO2蓄 積 を 抑 制
し 、 増 殖 を 促 進 さ せ た 可 能 性 を う か が わ せ る も の で あ る 。
ま た 、 結 果 は 示 さ な い が 培 地 中 の シ ス テ イ ン 残 存 量 を 調
べ た と こ ろ 対 数 増 殖 後 期 ま で に シ ス テ イ ン が 完 全 に 菌 体























増 殖 培 地 へ の シ ス テ イ ン と グ ル タ チ オ ン 混 合 物 添 加 効
果GSHでE.coli菌 体 を 処 理 す る と そ のDNRase活 性 が
低 下 し た こ と か らGSH5rnMを増 殖 培 地 に 添 加 し た が 増 殖 、
NO2蓄 積 量 の い ず れ に も 全 く 影 響 を 与 え な か っ た 。GSH
の 培 地 中 の 残 存 量 を 調 べ た と こ ろ 、 シ ス テ イ ン の 場 合 と
同 様 に 増 殖 と 逆 比 例 し 、 対 数 増 殖 後 期 ま で 減 少 す る こ と
が わ か っ た(Fig.2-8)。 一 方 、Table2-9に 示 し た よ う
に 静 止 菌 体 に 加 え た シ ス テ イ ン は 少 な く と も そ の 一 部 が
GSHに 変 化 す る 。 こ の こ と は 菌 体 のDNRase活 性 低 下 に は
シ ス テ イ ン,GSHの 共 存 が 必 要 で あ る こ と を 示 唆 し て い る
可 能 性 が あ る 。 そ こ で 培 地 中 に シ ス テ イ ン とGSH各1mMを
共 に 添 加 し た と こ ろ 、Fig.2-9に 示 す よ う に 、 菌 体 の 増
殖 度 は 全 く 抑 制 し な か っ た が 、NO,蓄 積 量 を 対 数 増 殖 前
期 か ら 大 き く 抑 え た 。 こ れ ら の こ と は シ ス テ イ ン とGSH
の 菌 体 内 に お け る 作 用 に っ い て の 新 し い 関 係 を 示 す も の
で は あ る が 、 い ず れ に し て も シ ス テ イ ン1mM,GSHlmM
各 々 の 効 果 と は 大 き く 異 な り 、NO2蓄 積 抑 制 に 有 効 な も
の と な っ た 。
ま たGSHは ジ ペ プ チ ド の γ グ ル タ ミ ン 酸 一 シ ス テ イ ン
を 経 由 し て 合 成 さ れ る の で そ の 培 地 添 加 効 果 を 検 討 し た
がNO2蓄 積 防 止 効 果 を 示 さ な か っ た 。 こ れ ら の こ と は シ
ス テ イ ン は 単 にGSHに 変 化 す る だ け で な く 、 シ ス テ イ ン,
GSH各 々 が 増 殖 時 に 共 存 す る こ と が 必 要 で あ り 、 そ の こ




















































































































増 殖 培 地 中 に0.25MのNaClを 添 加 し た と こ ろ 対 数 増 殖
前 期 の 菌 体 当 た り のNO2生 成 量 を 高 め 、 以 後 の 増 殖 を 抑
制 し た 。 シ ス テ イ ン1mMを 添 加 し た 場 合 は 対 数 増 殖 後 期
のNO2生 成 量 を 抑 制 し 、 増 殖 度 に は 影 響 を 与 え な か っ た 。
シ ス テ イ ン とGSHを1mMず っ 添 加 し た 場 合 はNO2生 成 量 を
対 数 増 殖 前 期 か ら 以 後 減 少 さ せ 菌 の 増 殖 度 は 低 下 さ せ な



























こ れ ま でNaC1でE.coliの 菌 体 を 処 理 す る とDNRaseが 活
性 化 さ れ 、 そ の 結 果NO2生 成 量 が き わ め て 大 き く な る が 、
一 方 、 シ ス テ イ ン やGSHで 処 理 す る と 、DNRaseは 不 活 性
化 さ れ 、NO2生 成 も 抑 制 さ れ る こ と を 述 べ たi>。
近 年 日 本 に お い て 大 腸 ガ ン に よ る 死 者 は 急 増 し て い る 。
NO2は 体 内 で ア ミ ン と 反 応 し て ニ ト ロ ソ ア ミ ン に な り
そ れ が ガ ン 生 成 の 原 因 の 一 っ で あ る こ と は よ く 知 ら れ て
い る 事 実 で あ る2)。 従 っ て シ ス テ イ ン やGSHに よ るNO・a
生 成 抑 制 効 果 が 期 待 さ れ る が 、 ヒ ト が シ ス テ イ ン やGSH
を 食 品 と し て 単 独 で 摂 取 す る こ と は な い 。 そ こ で ヒ ト が
日 常 的 に 摂 取 す る 食 品 の う ち 、E.coliに よ るNO2生 成 を
抑 制 す る も の を 検 索 し た 。 特 に 一 般 的 に 健 康 に 良 い と さ
れ て い る 野 菜 に 注 目 し た 。 野 菜 に は 各 種 ビ タ ミ ン が 含 ま
れ て お り 栄 養 学 的 お よ び 予 防 医 学 的 見 地 か ら よ く 研 究 さ
れ て い る が 、 野 菜 と 、E.coliに よ るNO2生 成 と の 関 係 に
っ い て の 報 告 は な い 。 そ こ で 、 日 常 摂 取 す る 野 菜 の う ち
DNRase活 性 を 抑 制 す る 品 種 を 調 べ た 。
ま た 第1部 第3章 で 脱 窒 菌 をNaClで 処 理 す る とDNRase
活 性 が 上 昇 す る の に 伴 い 、 同 じ エ ネ ル ギ ー 獲 得 系 で あ る
酸 素 呼 吸 能 が 著 し く 低 下 す る こ と を 述 べ た 。 そ こ で 、
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E.coliで も 同 様 の 点 に っ い て 調 べ る と 共 に 、 シ ス テ ィ ン

















E.coliの 静 止 菌 体 をNaC1で 処 理 す る とDNRaseが 活 性 化
さ れ 、 シ ス テ イ ン やGSHで 処 理 す る と 不 活 性 化 さ れ る こ
と を 第2部 で 述 べ た が 、 こ の う ちNaClに よ る 作 用 は 腸 内
で のNO2蓄 積 増 大 を も た ら す 可 能 性 が あ る た め 、 健 康 上
悪 影 響 が 考 え ら れ る 。 そ こ でNaClの 影 響 を 除 去 す る た め
に 種 々 の 食 品 抽 出 液 の 効 果 を 検 討 し た 。 食 品 の 代 表 例 と
し て の 野 菜 抽 出 液 をNaClと 混 合 し て 菌 体 を 処 理 し た と こ
ろDNRaseの 活 性 化 は 完 全 に 抑 制 さ れ た 。 ま た シ ス テ イ ン
やGSHはDNRase活 性 測 定 時 に 加 え て もDNRase活 性 を 阻 害
せ ず 無 効 で あ っ た が 、 野 菜 抽 出 液 を 酵 素 活 性 測 定 時 に 添
加 し た 場 合 は 、DNRase活 性 は 大 き く 阻 害 さ れ た 。 こ の こ
と は 摂 取 し た 野 菜 は シ ス テ イ ン やGSHの 作 用 と は 別 の 局
面 でE.coliのDNRase活 性 を 低 下 さ せ る 可 能 性 が あ る こ と
を 示 す も の で あ り 、 生 理 的 に 有 用 な 知 見 で あ る 。 こ の 章
で は こ の 野 菜 の 効 果 に つ い て 調 べ た 結 果 を 示 す1) 。
実 験 方 法
野 菜 抽 出 液 の 調 製 野 菜 の 可 食 部 分 を よ く 洗 浄 し 、
そ の100gに0.033Mリ ン 酸 緩 衝 溶 液(pH7 .0)20mLを 加 え ミ
キ サ ー で 細 か く 破 砕 し た 。 得 ら れ た ジ ュ ー ス を100・Cで
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10分 間 加 熱 し 、 布 で 濾 過 後 、 濾 液 を17,0009で20分 間 遠
心 分 離 し た 上 清 に 上 記 緩 衝 液 を 加 え100rnLと し た 。 こ の
液 を 一80.Cで 保 存 し 、 使 用 直 前 に0,45μmの 限 外 濾 過 膜 で
濾 過 し た 。 抽 出 液1mLに は 野 菜1g中 の 成 分 が 含 ま れ て い
る 。
酵 素 活 性 測 定 時 に お け る野 菜 抽 出 液 の 添 加 効 果
第1部 第1章 で 述 べ たDNRase活性 測 定 時 に 各 種 野 菜 抽 出
液 を 加 え た 。 酵 素 液 と し て は 菌 体 懸 濁 液 や 菌 体 破 砕 液 を
用 い た 。
原 子 吸 光 法 に よ る 金 属 イ オ ン の 定 量 野 菜 抽 出 液 中
の 金 属 イ オ ン の 定 量 は 原 子 吸 光/フ レ ー ム 分 光 光 度 計AA-
650(島 津 製 作 所KK)を 用 い 常 法 に 従 っ て 行 っ た 。Fe卦
り
の 定 量 条 件 は2482Aの 波 長 で ス リ ッ ト 幅2mm,燃 焼 ガ ス2.5
L/min,バ ー ナ 高 さ4mm,電 流 値7mAと し た 。
野 菜 抽 出 液 中 の 塩 類 除 去 野 菜 抽 出 液 を 脱 塩 器IE-
Labo(TOSOH)にか け 抽 出 液 か ら 塩 類 を 除 去 し た 。
野 菜 抽 出 液 に よ る 処 理 菌 体 懸 濁 液 に 各 種 濃 度 の 野
菜 抽 出 液 を 加 え 、30.C,1時間 静 置 後33mMリ ン 酸 緩 衝 液 で
集 菌 洗 浄 し た 。 得 ら れ た 菌 を 野 菜 抽 出 液 に よ る 処 理 菌 と
し た 。
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結 果 と 考i察
酵 素 活 性 測 定 時 に お け る各 種 野 菜 抽 出 液 の添 加 効 果
各 種 野 菜 抽 出 液 の う ち 季 節 に よ ら ず ほ ぼ 一 定 の 入 手 が 可
能 な カ イ ワ レ 大 根 の 効 果 を 中 心 に 検 討 し た 。DNRase活 性
測 定 時 に カ イ ワ レ 大 根 抽 出 液 を 添 加 し た と こ ろ 、Fig.
3-1の よ う な 結 果 を 得 た 。 カ イ ワ レ 大 根 抽 出 液 の 添 加 に
よ り 急 激 にDNRase活 性 が 低 下 し て い る こ と が わ か る 。 こ
の 効 果 は 、 菌 体,菌 体 破 砕 液 い ず れ の 場 合 も 同 一 の 傾 向
で あ っ た 。 な お 、DNRase活 性 の 測 定 に はNO3よ り 生 成 す
るNO2を ジ ア ゾ カ ッ プ リ ン グ 法 に よ り 発 色 さ せ 定 量 を 行 っ
て い る が 、 こ の 発 色 を 抽 出 液 は 妨 げ な か っ た 。 日 常 摂
取 す る 各 種 野 菜 の 抽 出 液 の 効 果 を 一 覧 表 と し て 示 し た
(Table3-1)。 ネ ギ 、 ニ ン ニ ク 、 カ ボ チ ャ 等 に 非 常 に 大
き な 効 果 が 認 め ら れ た 。 効 果 の 大 き い か ぼ ち ゃ と 中 程 度
の に ん じ ん お よ び ほ と ん ど 効 果 を 示 さ な か っ た じ ゃ が い
も をDNRase活 性 測 定 時 に 添 加 し 各 々 の 濃 度 の 影 響 をFig.
3-2に 示 し た 。 ニ ン ニ ク 中 に は 数 種 の 硫 化 物 や 抗 菌 性 物
質 が 含 ま れ て い る の で 多 く の 酵 素 を 同 時 に 阻 害 し た 可 能
性 が あ る 。 又 、 ネ ギ の 中 に も 硫 化 物 が 存 在 し て い る の で
ニ ン ニ ク と ネ ギ に っ い て は 他 の 野 菜 と は 別 の 作 用 の 可 能
性 が あ る と 考 え ら れ る 。 い ず れ に し て もE.coliに よ る
NO2生 成 を 多 種 類 の 野 菜 抽 出 液 が 大 き く 阻 害 し た 。 ま た
果 物 は メ ロ ン を 除 き 野 菜 ほ ど 大 き な 効 果 は 示 さ な か っ た 。



































































































































塩 類 に つ い て 検 討 し た が 明 確 な 結 論 は 得 ら れ な か っ た 。
塩 化 ナ ト リ ウ ム で の 菌 体 処 理 に よ るDNRase活 性 化 に 対
す る各 種 野 菜 抽 出 液 の 抑 制 効 果 カ イ ワ レ 大 根 抽 出 液
で 菌 体 を 処 理 し た と こ ろ 、DNRase活 性 は 殆 ど 影 響 を う け
な か っ た 。NaC1に よ るDNRaseの 活 性 化 に 対 す る 野 菜 抽 出
液 の 効 果 を 調 べ る た め 、NaCIと カ イ ワ レ 大 根 抽 出 液 の 混
合 液 で 菌 体 を 処 理 し た 。NaC1処 理 菌 は 処 理 時 間 が 長 く な
る に 従 い 、DNRase活 性 は 上 昇 し た が カ イ ワ レ 大 根 抽 出 液
とNaC1を 混 合 し た も の で はNaC1の 上 昇 効 果 は 完 全 に 抑 制
さ れ た(Fig3-3)。 こ の こ と は 野 菜 を 摂 取 す る こ と に よ り
NaClに よ るDNRase活 性 化 が 防 止 で き る こ と を 示 し て い る 。
そ こ で 、 各 種 野 菜 お よ び 果 物 抽 出 液 に よ る 菌 体 処 理 の
効 果 と 、 抽 出 液 とNaC1を 同 時 に 添 加 し た 場 合 の 効 果 を
Table3-2に ま と め た 。 ほ と ん ど の 野 菜 抽 出 液 は 単 独 で
はDNRase活 性 に 与 え る 影 響 は 小 さ か っ た が 、NaClに よ る
DNRase活 性 化 を ニ ン ニ ク な ど を 除 い て ほ ぼ 完 全 に 抑 制 し
た 。
菌 体 処 理 の 際 、 菌 体 は 野 菜 抽 出 液 やNaC1と 共 存 し て い
る が 、 そ の 後 洗 浄 さ れ 、DNRas、e活性 を 測 定 す る 時 に は 野
菜 抽 出 液 やNaC1は 除 か れ 、 菌 体 の み と な る 。 従 っ て 野 菜
抽 出 液 に よ るNaC1効 果 抑 制 の 作 用 機 構 に つ い て は 次 の 二





































































































































































① 処 理 中 に 野 菜 抽 出 液 がNa+を キ レ ー ト し て マ ス ク す
る 。
②Na+の 作 用 そ の も の を 野 菜 抽 出 液 が 抑 制 す る 。
① の 点 に つ い て はNaC1が0.5Mと い う 高 濃 度 で あ る こ と
と 、1価 カ チ オ ン の キ レ ー ト は 一 般 に 少 な い こ と か ら 可
能 性 は 小 さ い と 考 え た 。 一 方 、 野 菜 抽 出 液 とNaClを 混 ぜ
た 場 合 、 確 か にNaC1に よ る 活 性 化 は ほ ぼ 完 全 に 抑 制 さ れ
る も の の 、DNRase活 性 は 野 菜 抽 出 液 やNaClを 加 え な い 対
照 菌 の レ ベ ル 以 下 に は な り に く い 。 こ の こ と は ② の 可 能
性 の 高 い こ と を 示 し て い る 。 酵 素 活 性 測 定 時 にNaC1を 添
加 し て もDNRaseは 活 性 化 さ れ な い こ と 、 お よ び 菌 体 破 砕
液 をNaC1で 処 理 し て もDNRaseは 活 性 化 さ れ な い こ と は す
で に 述 べ た 。 こ れ ら の こ と か らNaC1の 作 用 発 現 の た め に
は 一 定 の 膜 構 造 が 必 要 でNa+は 酵 素 に 直 接 作 用 す る の で
は な く 、 膜 の 構 造 変 化 を 介 し て 、DNRase活 性 を 高 め る と
考 え ら れ た(第2部 第1章)。 そ れ に 対 し て 野 菜 抽 出 液
は 酵 素 活 性 測 定 時 に お い て 菌 体 や 菌 体 破 砕 液 に 対 し て も
阻 害 効 果 を 示 し て お り 、Na+の 作 用 と 異 な りDNRaseそ の
も の に 作 用 し て い る と 考 え ら れ る 。 す な わ ち 、 菌 体 処 理
時 に お い て は 野 菜 抽 出 液 はNa+の 作 用 を 抑 え 、 酵 素 活 性
測 定 時 に はDNRase活 性 そ の も の を 阻 害 す る と 考 え ら れ る 。
こ れ ま で 述 べ たE.coliのDNRase活 性 が そ の ま ま 腸 内 に
お け るE.coliのDNRase活 性 と 結 び っ く か 不 明 で あ る た め
生 理 的 意 義 は は っ き り し な い 点 も あ る が 、 一 っ の 大 き な
指 標 と な る で あ ろ う 。
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要旨
E.coli菌 体 のDNRase活 性 を 測 定 す る 際 、 反 応 液 に 各 種
野 菜 抽 出 液 を 添 加 し た と こ ろ 、 そ の う ち の 多 く がDNRase
を 阻 害 し た 。 特 に 、 ニ ン ニ ク 、 か ぼ ち ゃ 、 ね ぎ 等 の 効 果
は 大 き か っ た 。 こ の 阻 害 効 果 は 菌 体 お よ び 菌 体 破 砕 液 の
い ず れ に 対 し て も 認 め ら れ た 。 ま たNaC1と 野 菜 抽 出 液 で
菌 体 を 処 理 す る と 、NaC1に よ るDNRaseの 活 性 化 は 完 全 に
抑 え ら れ た 。 こ の こ と はNaC1の 過 剰 摂 取 に よ る 害 を 野 菜









前 章 でE.coli菌 体 をNaClで 処 理 す る とDNRaseの 活 性 化
が お こ り 、NaClと 野 菜 抽 出 液 を 混 合 し て 処 理 し た 場 合 は 、
NaClに よ るDNRaseの 活 性 化 は 抑 制 さ れ る こ と を 述 べ たi)。
一 方 、 第1部 第3章 でPs.denitrificansをNaC1で 処 理 し
た 場 合 、 菌 体 のDNRaseの 活 性 化 が お こ る と 共 に 酸 素 呼 吸
能 が 著 し く 低 下 す る こ と を 述 べ た2>。 細 胞 の 酸 素 呼 吸 能
が 低 下 す る こ と は 好 気 的 な 細 胞 の 生 命 維 持 に と っ て は き
わ め て 大 き な 障 害 と な る と 考 え ら れ る 。 そ こ で 、E.coli
をNaClお よ びNaC1と 野 菜 抽 出 液 の 混 合 物 で 処 理 しE.coli
の 酸 素 呼 吸 に 対 す る 各 々 の 効 果 を 検 討 し た3)。 こ れ ら の
研 究 の 結 果 、 野 菜 抽 出 液 はNaClに よ る 酸 素 呼 吸 阻 害 を
防 止 す る と い う 生 理 的 に き わ め て 重 要 な 知 見 を 得 た 。
実 験 方 法
E,coli菌 体 の 酸 素 呼 吸 測 定 法 対 数 増 殖 後 期 の 菌 体
を 集 菌 洗 浄 後 、 そ の 酸 素 呼 吸 能 を 大 洋 科 学 工 業K.Kの 生
物 呼 吸 測 定 装 置(02ア ッ プ テ ス タ ーC型)を 用 い 、 検 圧
法 に よ り 測 定 し た 。P.R.Lambdenら4)の 用 い た 培 地 か ら
KNO3と(NH4)2SO4を 除 い た 溶 液 に 菌 体 お よ び 野 菜 抽 出 液
等 を 加 え 容 器 中 の 反 応 溶 液 を 合 計2mLと し た 。 発 生 す る
CO2は ろ 紙 に 染 み 込 ま せ た20%KOHで ト ラ ッ プ し 、 菌 の 吸
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収 す る02量 を マ ノ メ ー タ の 読 み で 測 定 し た 。
結 果 と 考i察
大 腸 菌 の 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 と酸 素 呼 吸 能 に 対 す る塩 化
ナ ト リ ウ ム お よ び 野 菜 抽 出 液 の 効 果 カ イ ワ レ 大 根 と
同 程 度DNRase活 性 を 阻 害 し 、 季 節 に よ ら ず 入 手 可 能 な プ
ロ ッ コ リ ー の 抽 出 液 に っ い て 検 討 し た 。 ま ず0.5MNaC1
と ブ ロ ッ コ リ ー 抽 出 液(0.5mL抽 出 液/mL)で 処 理 し た 菌 体
のDNRase活 性 と 酸 素 呼 吸 量 を 調 べ た 。Table3-3に 示 す よ
う にDNRase活 性 はNaClに よ り 著 し く 上 昇 す る が 、 プ ロ ッ
コ リ ー 抽 出 液 とNaC1を 混 合 し て 処 理 し た 場 合 に は 全 く 上
昇 し な か っ た 。 各 々 の 菌 体 の 酸 素 呼 吸 量 は 、NaCl処 理 菌
で は 完 全 に 阻 害 さ れ て い る が 、NaC1と ブ ロ ッ コ リ ー 抽 出
液 の 混 合 に よ る 処 理 で は ほ と ん ど 対 照 の そ れ と 変 わ ら な
か っ た 。 海 水 の 食 塩 濃 度 は 約O.5Mで 、 こ の 濃 度 で30曽C,
1時 間 菌 体 を 処 理 し た だ け でE.coli菌 体 の 酸 素 呼 吸 能 は
失 わ れ た 。 こ の こ と か ら ブ ロ ッ コ リ ー 抽 出 液 がNaClに よ
る 酸 素 呼 吸 阻 害 を 防 ぐ こ と が わ か っ た 。 ま た 、 こ の 結 果
は 第3部 第1章 で 述 べ たNaC1に よ るNO2生 成 促 進 を 野 菜
抽 出 液 が 防 ぐ こ と と 似 て お り 、 抽 出 液 中 の 有 効 成 分 が1
価 カ チ オ ン の 作 用 を 抑 え た た め と 考 え ら れ る 。
こ の 酸 素 呼 吸 の 変 化 とDNRase活 性 変 化 と の 関 係 を 調 べ



















な い 菌 体 をNaClで 処 理 し 、 そ の 酸 素 呼 吸 能 を 調 べ た 。
Table3-4に 示 す よ う に 、 酸 素 呼 吸 菌 で はNaCl処 理 で や や
酸 素 呼 吸 能 は 下 が る も の の 、 硝 酸 呼 吸 菌 に 比 べ か な り の
酸 素 呼 吸 量 が 認 め ら れ た 。 ま た 、NaC1を ブ ロ ッ コ リ ー 抽
出 液 と 混 合 し 、 菌 体 を 処 理 す る と 、 菌 体 の 酸 素 呼 吸 能 は
完 全 に 保 持 さ れ た 。Fig.110に 示 し た よ う に 、Ps,deni-
trificansにお い て もNaClで 菌 体 を 処 理 す る と 、 そ の
DNRase活 性 と 酸 素 呼 吸 の 間 に 逆 相 関 が あ り 、DNRase活 性
上 昇 が 酸 素 呼 吸 を 低 下 さ せ る 原 因 と な っ て い る と 推 定 さ
れ た 。 従 っ て 、E.coliの 場 合 も 酸 素 呼 吸 菌 の 酸 素 呼 吸 能
が0.5MNaClで 完 全 に 抑 制 さ れ な い の は 菌 体 がDNRase活
性 を 保 持 し な い た め と 考 え ら れ る 。 以 上 の こ と か ら 、 野
菜 抽 出 液 はNaClに よ るDNRaseの 活 性 化 を 抑 え る だ け で な
く 、 酸 素 呼 吸 の 低 下 を 防 ぐ と い う き わ め て 興 味 あ る 効 果
を 示 す こ と が わ か っ た 。
大 腸 菌 の 酸 素 呼 吸 に 対 す る シ ス テ イ ン 、 グ ル タ チ オ ン
の 効 果 シ ス テ イ ン で の 処 理 に よ り 、E.coliのDNRase
は 不 活 性 化 さ れ る こ と は す で に 述 べ た が 、 そ の こ と が 菌
の 酸 素 呼 吸 に ど の よ う に 影 響 を 与 え る か 検 討 し た 。 結 果
は 示 さ な い が シ ス テ イ ン で の 処 理 に よ り 菌 体 の 酸 素 呼 吸
は 全 く 阻 害 さ れ ず 、 む し ろ 微 増 し た 。 ま たGSHの 場 合 も
同 じ よ う な 傾 向 を 示 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 野 菜 抽 出 液 の
効 果 が シ ス テ イ ン やGSHの そ れ と は か な り 異 っ て い る こ

























E.coli菌 体 をNaClで 処 理 す る と 、DNRaseが 活 性 化 さ れ
る と 共 に 酸 素 呼 吸 は 完 全 に 抑 制 さ れ た 。NaClで 菌 体 を 処
理 す る 際 、 ブ ロ ッ コ リ ー 抽 出 液 を 共 存 さ せ た と こ ろ 、
DNRaseは活 性 化 さ れ ず 、 酸 素 吸 収 量 も あ ま り 減 少 し な か っ
た 。 野 菜 抽 出 液 に は 、NaC1に よ るDNRase活 性 化 を 介 し て
起 こ る 酸 素 呼 吸 抑 制 を 防 止 す る 興 味 あ る 働 き の あ る こ と







2)加 藤 美 都 子,山 岡 邦 雄:脱 窒 菌(Pseudomonas
denitrificans)の 酸 素 呼 吸 に 対 す る 研 究(Part1),













細 菌 に よ る 硝 酸 還 元 は 地 球 規 模 の 窒 素 循 環 の 中 で 重 要
な 位 置 を し め て い る 。
我 々 は 細 菌 のDNRaseの 作 用 に よ り 生 ず るNO2の 環 境 や
人 体 へ の 蓄 積 に 直 接 関 与 す るDNRase活 性 の 制 御 を 目 的 と
し て 研 究 を 行 っ た 。 対 象 と し た 細 菌 はPs .denitrificans
とE.coliで 、 そ れ ぞ れ 環 境 及 び 腸 内 へ の 、NO2蓄 積 に 関
与 す る も の と 考 え ら れ る 。 腸 内 のNO2は ア ミ ン と 反 応 し
て 発 ガ ン 性 の あ る ニ ト ロ ソ ア ミ ン に 変 化 す る 。 従 っ て 、
NO2の 腸 内 蓄 積 に 関 与 す るE.coliのDNRase活 性 制 御 は き
わ め て 重 要 な 問 題 で あ る 。
ま ず 、NO3か らNO2を へ てN2へ 変 化 さ せ る 脱 窒 を 行 う
Ps.denitrificansのDNRaseにつ い て 調 べ た 。 菌 体 を1価
カ チ オ ン で 処 理 す る と 、 そ のDNRaseが 活 性 化 さ れ た 。 ア
ミ ノ 酸 の1っ で あ る シ ス テ イ ン で 同 様 に 処 理 し た と こ ろ 、
DNRaseは 不 活 性 化 さ れ た 。
1価 カ チ オ ン の 作 用 機 構 解 明 の た あ に 、 塩 化 ア ル キ ル
ァ ン モ ニ ゥ ム 塩 で 処 理 し た り 、 ト ル エ ン 処 理 を 行 っ た と
こ ろDNRaseは さ ら に 大 き く 活 性 化 さ れ た 。 ま た 、 菌 体 破
砕 液 に 対 し て は1価 カ チ オ ン に よ る 処 理 は 無 効 で あ っ た
こ と か ら 、1価 カ チ オ ン はDNRaseに 直 接 作 用 す る の で は
な く 膜 に 作 用 し 、 た と え ば 膜 の 流 動 性 を 変 化 さ せ る こ と
に よ り 膜 酵 素 で あ るDNRaseを 不 可 逆 的 に 活 性 化 し た も の
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と 判 断 し た 。 ま た 、 シ ス テ イ ン は 菌 体 に 取 り 込 ま れ た 後 、
少 な く と も そ の 一 部 はGSHに 変 化 し 、 作 用 す る こ と を 認
あ た 。
E.coliの 場 合 も1価 カ チ オ ン 、 お よ び シ ス テ イ ン の 作
用 はPs.denitrificansの 場 合 と ほ と ん ど 同 一 傾 向 を 示 し
た 。 こ の こ と か らNaClの 過 剰 摂 取 に よ る 害 の 少 な く と も
一 部 はE .coliのDNRase活 性 化 に よ るNO・e蓄 積 増 大 が 引 き
起 こ し て い る の で は な い か と 考 え た 。 そ こ で 、 こ のNaC1
に よ る 害 を 防 ぐ 目 的 で 、 食 品 の う ち 野 菜 に 注 目 し 、 そ の
抽 出 液 とNaC1を 共 存 さ せ てE.coliを 処 理 し た と こ ろ 、
NaC1に よ るDNRaseの 活 性 化 は 完 全 に 抑 制 さ れ た 。 ま た 、
野 菜 抽 出 液 は 酵 素 活 性 測 定 時 に 直 接 加 え ら れ る とDNRase
を 大 き く 阻 害 す る と い う き わ め て 重 要 な 役 割 を 果 た す こ
と も 認 め た 。
こ れ ら の こ と を 、E.coliのDNRase活 性 調 節 と い う 面 で
ま と め て み る と 次 の よ う な 点 が 明 ら か と な っ た 。
①NaClは 菌 体 に 一 定 時 間 以 上 接 触 す る こ と に よ り そ の
菌 のDNRaseを 活 性 化 す る 。
② シ ス テ イ ン やGSHは 同 じ く 菌 体 と 一 定 時 間 以 上 接 触
す る こ と に よ り 、 そ の 菌 のDNRaseを 不 活 性 化 す る 。
た だ し 、GSHはDNRaseに 直 接 作 用 す る 可 能 性 も あ る 。
③ 野 菜 抽 出 液 はE.coliのDNRaseに 直 接 作 用 し 、 そ の 活
性 を 阻 害 す る 。 ま た 、 野 菜 抽 出 液 は ① のNaClに よ る
DNRase活 性 化 を 抑 制 す る 。
こ の よ う に 動 物 体 内 の い ろ い ろ な 局 面 に お い て シ ス テ
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イ ン,GSHお よ び 野 菜 抽 出 液 がE.coliのDNRase活 性 を 抑 制
し て い る こ と が わ か っ た 。
DNRaseは細 菌 の 硝 酸 呼 吸 系 に お い て 重 要 な 酵 素 で あ る 。
Ps.denitrificansもE.coliもNaC1で 処 理 す る とDNRaseは
活 性 化 さ れ 、 同 じ エ ネ ル ギ ー 獲 得 系 で あ る 酸 素 呼 吸 は 大
き く 阻 害 さ れ た 。 一 方 、 野 菜 抽 出 液 とNaClでE.coliを 処
理 し た と こ ろNaClに よ る 酸 素 呼 吸 阻 害 は 防 が れ た 。 こ の
面 か ら も 野 菜 抽 出 液 が 生 理 的 に 興 味 あ る 役 割 を 果 た す こ
と が わ か っ た 。
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